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1 Einleitung
1.1 Funktion von Zytokinen
Die Koordination unterschiedlicher Gewebe und Organe stellt eine wesentli-
che Bedingung fu¨r die Entstehung komplexerer Organismen dar. Um die ver-
schiedenen Zellverba¨nde der menschlichen Organe aufeinander abstimmen
zu ko¨nnen, werden Botenstoffe genutzt. Eine Art davon sind die glandula¨ren
Hormone (z.B. antidiuretisches Hormon (ADH)), die von einer Dru¨se pro-
duziert und u¨ber das Blut zum Zielorgan transportiert werden. Es gibt aber
auch aglandula¨re Hormone, die nach ihrer Bildung entweder auf die produ-
zierende Zelle selbst (autokrin), auf die Zellen der unmittelbaren Umgebung
(parakrin) oder mittels des Blutes auf weiter entfernte Zellen (endokrin)
wirken. Zu diesen aglandula¨ren Hormonen za¨hlen beispielsweise die Wachs-
tumsfaktoren (epidermal growth factor, EGF; vascular endothelial growth
factor, VEGF) oder immunmodulierende Zytokine wie die Interleukine IL-
2, IL-6, etc.
Zellula¨re Botenstoffe wirken mit Hilfe von verschiedenen Rezeptoren auf ih-
re Zielzellen ein: Lipophile Hormone wie beispielsweise die Steroide nutzen
intrazellula¨re Rezeptoren, die direkt als Transkriptionsfaktoren die Genex-
pression beeinflussen ko¨nnen. Hydrophile Botenstoffe wie das IL-6 sind nicht
in der Lage, die Zellmembran zu passieren und mu¨ssen dementsprechend
extrazellula¨r an Rezeptoren binden, die dann in der Zelle eine Reaktion
auslo¨sen.
1.2 Die IL-6-Typ-Zytokin-Familie
IL-6 hat eine molekulare Masse von 26 kDa und besteht aus 184 Ami-
nosa¨uren. Strukturell wird es der Familie der 4-helix-bundle-Zytokine, ge-
nauer gesagt den long-chain-Zytokinen dieser Gruppe, zugeordnet. Zu die-
ser Gruppe geho¨ren unter anderem auch der leukaemia inhibitory factor
(LIF), Oncostatin M (OSM), IL-10, IL-11, IL-12 und der ciliary neurotrophic
factor (CNTF). Oft genug spricht man auch von der Familie der IL-6-Typ-
Zytokine, womit die Zytokine IL-6, IL-11, OSM, CNTF, Cardiotrophin 1,
cardiotrophin-like cytokine (CLC) und LIF gemeint sind, da diese sich struk-
turell und funktionell a¨hneln (Heinrich et al., 2003).
Abbildung 1 zeigt die verschiedenen Rezeptorkomplexe, in denen gp130 in-
volviert ist. IL-6 und IL-11 signalisieren mittels eines gp130-Homodimers,
wa¨hrend die anderen Zytokine heterodimere Rezeptorkomplexe mit entwe-
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Abbildung 1: Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine
Schematisch dargestellt sind die Strukturen der unterschiedlichen Rezeptorkomplexe der
Zytokine der IL-6-Familie.
der LIF-Rezeptor oder OSM-Rezeptor zusammen mit gp130 ausbilden. In
den verschiedenen Geweben bewirken die Zytokine der IL-6-Familie mannig-
faltige Effekte wie z.B. Ha¨matopoese, Zelldifferenzierung und -proliferation,
Neurogenese, Inhibition der Adipogenese und Induktion der Akutphase-
Reaktionen.
Allein schon durch die vielfa¨ltigen Wirkungen der Zytokine der IL-6-Familie
erkla¨rt sich ihre medizinische Bedeutung. Die bekannteste Krankheit, bei
der IL-6 wesentlich beteiligt ist, ist sicherlich die Rheumathoide Arthritis,
bei der sogar eine Anti-IL6-Antiko¨rpertherapie in ersten klinischen Studien
getestet wurde (Nishimoto et al., 2000). Aber auch bei anderen chronisch
entzu¨ndlichen Erkrankungen wie beispielsweise Multipler Sklerose oder Mor-
bus Crohn ko¨nnen die IL-6-Konzentrationen ansteigen. Außerdem wird eine
Rolle der IL-6-Typ-Zytokine bei Arteriosklerose, Osteoporose und Narko-
lepsie diskutiert.
Auch im tumoro¨sen Bereich scheinen Zytokine vom IL-6-Typ eine Rolle zu
spielen, und zwar sowohl bei gutartigen (z.B. Castleman-Syndrom), als auch
bei bo¨sartigen Tumoren. Hier sind vor allem das Prostatakarzinom und das
multiple Myelom zu nennen. Es gibt sogar erste Anzeichen, dass auf Basis
des Wissens u¨ber die IL-6-Signaltransduktion eine Therapie fu¨r das bislang
nicht kurable multiple Myelom gefunden werden kann (Yamamoto et al.,
2005). Vielleicht erlaubt die Analyse der Signaltransduktion und Regulation
der Zytokine der IL-6-Familie in Zukunft eine verbesserte Diagnostik und
Therapie weiterer Krankheiten.
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1.3 Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine
Um auf all die oben genannten Zellen wirken zu ko¨nnen, ist fu¨r die Zytokine
der IL-6-Familie ein Rezeptorkomplex no¨tig:
Im Falle des IL-6 ist der Komplex ein Hexamer, bestehend aus zwei Mo-
leku¨len IL-6, zwei Moleku¨len gp130 und zwei Moleku¨len des IL-6-Rezeptor-
α. Der Komplex entsteht schrittweise: Jeweils ein Moleku¨l IL-6 lagert sich
an einen α-Rezeptor, an diese Struktur bindet ein gp130-Moleku¨l und zwei
dieser Trimere bilden zusammen den eigentlichen Rezeptorkomplex, der zur
Signaltransduktion fa¨hig ist (Boulanger et al., 2003). Nach der Entstehung
des Rezeptorkomplexes werden Tyrosinkinasen der Janus-Familie (Jaks) ak-
tiviert. Diese phosphorylieren gp130, so dass andere Proteine, wie beispiels-
weise STAT-Proteine (signal transducers and activators of transcription)
rekrutiert werden ko¨nnen. Die STAT-Proteine ko¨nnen dann in den Kern ge-
langen und dort die Transkription aktivieren. SHP2 und SOCS (suppressors
of cytokine signaling)-Proteine sorgen dafu¨r, dass das Signal nicht u¨berma¨ßig
lang andauert, sondern auch entsprechend terminiert wird.
Neben dem Jak/STAT-Weg gibt es noch die Signalkaskade der MAP (mitogen
activated protein)-Kinasen, die ebenfalls eine wichtige Rolle fu¨r die Signal-
transduktion von Zytokinen der IL-6-Familie spielt.
Fu¨r die Rezeptorkomplexe der anderen Angeho¨rigen der IL-6-Familie ist
die genaue Sto¨chiometrie noch nicht gekla¨rt, es ist jedoch bekannt, dass in
allen Komplexen gp130 vorhanden ist. Abbildung 1 zeigt die Zusammen-
setzung der verschiedenen Komplexe. Der OSM-Rezeptor wird prima¨r fu¨r
die Signaltransduktion des Oncostatin M beno¨tigt, wobei OSM auch via
gp130/LIF-Rezeptor-Komplex signalisieren kann. Der LIF-Rezeptor bildet
mit gp130 Heterodimere fu¨r die Signaltransduktion von LIF, CT-1, CNTF,
CLC und OSM.
1.4 gp130
Die Wichtigkeit des gp130 bei der Signaltransduktion der IL-6-Familie wird
durch sein Vorhandensein in sa¨mtlichen Rezeptorkomplexen betont. gp130-
knock-out-Ma¨use sind nicht lebensfa¨hig; die Embryos sterben zwischen dem
12. Schwangerschaftstag und der Geburt an Herz- und Blutbildungsanoma-
lien.
Bekannt ist, dass gp130 aus 896 Aminosa¨uren besteht und aus einem Vorla¨ufer-
Protein, welches 918 Aminosa¨uren umfaßt, hergestellt wird. Der extrazel-
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lula¨re Teil umfaßt hierbei 597 Aminosa¨uren, die Transmembranregion be-
steht aus 22 und der zytoplasmatische Teil aus 277 Aminosa¨uren. Der Name
gp130 leitet sich von der Glykosylierung und der beobachteten molekularen
Masse her: 130(-150) kDa.
Abbildung 2: Struktur von gp130
Die Abbildung zeigt die Struktur von gp130. Im extrazellula¨ren sieht man die Doma¨nen
D1-D6, im intrazellula¨ren Bereich sind die sechs Tyrosine, das fu¨r die Jak1-Bindung wich-
tige Tryptophan 666 und das Dileucinmotiv eingezeichnet.
Abb. 2 zeigt die Struktur von gp130, soweit sie bisher gekla¨rt ist: gp130
besteht extrazellula¨r aus 6 Doma¨nen (D1-D6), wobei D1 einer Immunglobulin-
a¨hnlichen Doma¨ne entspricht, wa¨hrend die Doma¨nen D2-D6 Fibronectin-
Typ-III-a¨hnlich sind. Auf der zytoplasmatischen Seite findet sich eine aus
acht Aminosa¨uren bestehende Prolin-reiche Box1-Region und eine Box2-
Region, die prima¨r aus hydrophoben Aminosa¨uren gefolgt von positiv gela-
denen Aminosa¨uren besteht. Von Haan et al. (2000) konnte gezeigt werden,
dass in der Region zwischen Box 1 und 2 ein Tryptophan liegt (Trp666),
das eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Jak1 spielt, da nach dem
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Austausch dieses Tryptophans durch Alanin Jak1 nicht mehr an gp130 bin-
den kann. Ebenso kann durch die Mutation von Aminosa¨uren in der Box1
die Bindung von Jak1 verhindert werden.
Weitere wichtige Strukturen im zytoplasmatischen Teil von gp130 sind das
Tyrosin Y759, an welches SHP2 und SOCS binden, die Tyrosine Y767, Y812,
Y905 und Y915 (Gerhartz et al., 1996) und das Dileucinmotiv L786/L787,
welches von Dittrich et al. (1996) na¨her untersucht wurde. Das Dileucinmo-
tiv spielt eine wichtige Rolle bei der Internalisierung von gp130 und somit
auch von IL-6. Die Deletion der zwei benachbarten Leucin-Reste fu¨hrt zur
verzo¨gerten Internalisierung. Das Leucin L786 zeigt hierbei den sta¨rkeren
Effekt.
Thiel et al. belegten 1998, dass die Internalisierung von gp130 konstitutiv
und stimulationsunabha¨ngig stattfindet. Zusa¨tzlich wurde eine Assoziation
von gp130 mit dem Adaptor-Protein-2 beschrieben, welches normalerweise
fu¨r die Bildung von Clathrin-coated-vesicles beno¨tigt wird. Zur Regulation
der Internalisierung scheint das Serin 782 zu dienen (Gibson et al., 2000).
1.5 Januskinasen
Januskinasen werden der Familie der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen zuge-
ordnet. Die Januskinasen sind dadurch charakterisiert, dass sie zwei Kinase-
homologe Doma¨nen besitzen. Zur Familie der Januskinasen geho¨ren Jak1,
Jak2, Jak3 und Tyk2. All diese Proteine haben eine Gro¨ße von 120-140kDa.
Jak1, Jak2 und Tyk2 kommen in vielen Zelltypen vor, wa¨hrend Jak3 nur in
ha¨matopoetischen Zellen gefunden wird. Wa¨hrend man Jaks in vielen Verte-
braten wie Mensch, Maus, Ratte, Huhn und Fischen nachgewiesen hat, gibt
es bei Drosophila nur ein Jak-Homologes, welches als Hopscotch bezeichnet
wird.
Januskinasen sind fu¨r eine Art von Rezeptoren wichtig, die selbst keine Ty-
rosinkinaseaktivita¨t besitzen, wie beispielsweise gp130. Dabei ist die Akti-
vierung der Jaks jedoch nicht auf die IL-6-Typ-Zytokine beschra¨nkt, sondern
durch eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptorkomplexe mo¨glich. Homomere
Rezeptoren wie zum Beispiel fu¨r das Wachstumshormon oder Erythropoetin
(EPO) aktivieren prima¨r Jak2, wa¨hrend die heteromeren Rezeptorkomplexe
aus gp130 und anderen Untereinheiten wie LIF-Rezeptor jeweils unterschied-
liche, fu¨r den Rezeptorkomplex spezifische Spektren von Januskinasen akti-
vieren (im Falle des IL-6-Rezeptors werden vor allem Jak1, Jak2 und Tyk2,
aber nicht Jak3 aktiviert).
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1.6 Struktur der Januskinasen
Abbildung 3: Aufbau von Jak1
In der Abbildung sind die bisher na¨her beschriebenen Doma¨nen-Strukturen von Jak1
aufgezeigt: Der N-terminale Bereich bestehend aus FERM- und SH2-Doma¨ne, die kinase-
like-Doma¨ne und die Kinase-Doma¨ne.
Man teilt die Struktur der Januskinasen in unterschiedliche Regionen ein
(Abb. 3). Heutzutage spricht man von der FERM-Doma¨ne (FERM=four-
point-one, Ezrin, Radixin, Moesin), der SH2-Doma¨ne, der kinase-like-Doma¨ne
(auch Pseudokinase-Doma¨ne genannt) und der Kinase-Doma¨ne. Eine a¨lte-
re Einteilung spricht von den Jak-homology-Doma¨nen JH1 bis JH7, wobei
JH1 der Kinase-Doma¨ne, JH2 der kinase-like-Doma¨ne und JH3-JH7 dem
N-terminalen Bereich (FERM- und SH2-Doma¨nen) entspricht, welcher fu¨r
die Rezeptorbindung verantwortlich ist.
In der FERM-Doma¨ne wurde von Haan et al. 2001 eine putative ß-grasp-
Doma¨ne identifiziert. Innerhalb dieser ß-grasp-Doma¨ne kommt den Ami-
nosa¨uren L80 und Y81 im loop 4 eine große Bedeutung zu: Sind diese zu
Alanin mutiert, kann Jak1 nicht mehr an gp130 binden (Haan et al. 2001).
Die Sequenz der JH3- und JH4-Doma¨nen lassen auf eine SH2-a¨hnliche Doma¨ne
schließen (Bernards, 1991; Bork et al., 1996).
Die kinase-like-Doma¨ne a¨hnelt in ihrer Sequenz den Kinase-Doma¨nen an-
derer Proteine; es fehlen jedoch verschiedene Aminosa¨urereste, die sonst
konserviert sind.
Die genaue Funktion der kinase-like-Doma¨ne war lange Zeit unklar; es wur-
den verschiedene Funktionen diskutiert: Eine potentiell stabilisierende Wir-
kung auf den Rezeptor/Jak-Komplex (Velazquez et al., 1995), eine Rolle bei
der Interaktion mit STAT-Proteinen (Fujitani et al., 1997) und eine regula-
torische Funktion gegenu¨ber der Kinase-Doma¨ne (Frank et al., 1995; Zhao
et al., 1995; Sakai et al., 1995; Kohlhuber et al., 1997). Durch die Ergeb-
nisse von Saharinen et al. wurde die regulatorische Funktion besta¨tigt: Die
kinase-like-Doma¨ne besitzt eine negativ-regulatorische Funktion bei Jak2
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und Jak3. Ist die kinase-like-Doma¨ne deletiert, fu¨hrt dies zu einer konstitu-
tiven Kinase-Aktivita¨t (Saharinen et al., 2002 und Saharinen et al., 2003).
Die klinische Relevanz dieser Beobachtung wurde durch James et al. 2005
gezeigt: Eine Mutation in der kinase-like-Doma¨ne von Jak2 (V617F) fu¨hrt
zu Polyzytha¨mia Vera.
Die Kinase-Doma¨ne ist fu¨r die katalytische Aktivita¨t der Januskinasen ver-
antwortlich. Um jedoch aktiv werden zu ko¨nnen, mu¨ssen die Jaks erstmal
selbst trans-phosphoryliert werden, und zwar an Tyrosinresten im A-loop
der Kinase-Doma¨ne. Mutiert man beispielsweise die Tyrosinreste Y1054 und
Y1055 von Tyk2, hat diese Kinase zwar noch eine Basis-Aktivita¨t, die aber
nach Stimulation nicht gesteigert wird (Gauzzi et al., 1997). Bei Jak1 wie-
derum scheint prima¨r das erste Tyrosin (Y1033) wichtig zu sein (Liu et al.,
1997).
Eine fu¨r die Phosphorylierungsreaktion in Jak1 wichtige konservierte Ami-
nosa¨ure ist das Lysin 907. Ist dieses zu Glutamat mutiert, ist die Kinase
inaktiv.
Voraussetzung fu¨r die trans-Phosphorylierung ist die Dimerisierung bzw.
Oligomerisierung der Jaks. Dies ist auch insofern von Bedeutung, weil gezeigt
werden konnte, dass bei U¨berexpression die Januskinasen auto-phosphoryliert
und dementsprechend auch konstitutiv aktiv sind. Außerdem wurde eine
erho¨hte Aggregationsbereitschaft phosphorylierter Proteine diskutiert. Da-
her ist es in vielen Fa¨llen sinnvoll, die Ergebnisse von Experimenten mit
u¨berexprimierten Januskinasen mit Hilfe von Kinase-negativen Jaks zu u¨ber-
pru¨fen.
Die sehr wichtige Bedeutung der Januskinasen zeigt sich bei knock-outMa¨usen
(Yeh et al., 1999):
• Bei Jak1-defizienten Ma¨usen zeigt sich eine Hemmung der Entwicklung
von Lymphozyten und eine reduzierte bzw. nicht vorhandene Antwort
auf Stimulation mit diversen Zytokinen (IL-6, LIF, IL-2, IFN). Die
Ma¨use sterben perinatal an einem motoneuronalen Defizit, da sie nicht
saugen (Rodig et al., 1998).
• Jak2-defiziente Ma¨use sterben aufgrund von Sto¨rungen in der Ery-
thropoese als Embryos ungefa¨hr am 12. Tag (Neubauer et al., 1998;
Parganas et al., 1998).
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• Ma¨use, bei denen Jak3 nicht vorhanden ist, sind zwar lebensfa¨hig und
auch fertil, zeigen jedoch das Krankheitsbild ”SCID” (severe combined
immuno-deficiency) mit hypoplastischem Thymus, nicht funktionel-
len T-Zellen, Entwicklungssto¨rung der B-Zellen und Mangel an Killer-
Zellen, Peyer’schen Plaques und Lymphknoten. (Nosaka et al., 1995;
Park et al., 1995; Thomis et al., 1995).
• Tyk2-defiziente Ma¨use sind lebensfa¨hig und fertil, zeigen aber Defekte
in der Interferon-Antwort auf bestimmte Infektionen. (Karaghiosoff et
al., 2000).
Auch beim Menschen gibt es dokumentierte Krankheitsbilder, bei denen
Januskinasen eine Rolle spielen: Patienten mit Mutationen des Jak3-Gens
zeigen das Krankheitsbild SCID (Macchi et al., 1995, Candotti et al., 1997,
Mella et al. 2001, Notarangelo et al., 2001). Bei diesen Patienten wurde
ein gentherapeutischer Ansatz versucht, der aber aufgrund mehrerer aufge-
tretener Leuka¨mie-Fa¨lle nicht weitergefu¨hrt wurde, so dass es bis auf den
Versuch einer Knochenmarks- bzw. Stammzelltherapie bislang keine kurati-
ven Ansa¨tze gibt, sondern nur den Versuch einer symptomatischen Therapie
im Sinne einer Infektprophylaxe (Roberts et al., 2004).
Einige Leuka¨mie-Patienten weisen Sto¨rungen bei Jaks auf, die prima¨r auf
Dysregulationen zuru¨ckzufu¨hren sind: Bei drei Leuka¨miepatienten wurden
chromosomale Translokationen gefunden, durch die ein Fusionsprotein aus
Jak2 und TEL (ein Mitglied der Familie der ETS (E26 transformation
specific) - Transkriptionsfaktoren) entstand. (Lacronique et al., 1997, Peeters
et al., 1997). Dieses Hybrid-Protein, das die Oligomerisations-Doma¨ne von
TEL und die Kinase-Doma¨ne von Jak2 entha¨lt, fu¨hrt zu einer konstitutiven
Kinase-Aktivita¨t (Schwaller et al., 1998). Inzwischen wurden bei diversen
myeloproliferativen Krankheitsbildern wie der Polycyta¨mia Vera, der Es-
sentiellen Thrombozyta¨mie und der Idiopathischen Myelofibrose ebenfalls
Jak2-Mutationen entdeckt (James et al., 2005).
Nach viralen Infektionen a¨ndert sich die Aktivita¨t der Januskinasen eben-
falls: In IL-2-abha¨ngigen T-Zellen konnten nach Infektion mit dem Humanen-
T-Zell-Lymphotropen-Virus (HTLV) 1 konstitutiv aktives Jak1, Jak3, STAT3
und STAT5 nachgewiesen werden, die zu IL-2 unabha¨ngigem Wachstum
fu¨hrten (Migone et al., 1995). In Zellexperimenten und Maus-Modellen er-
gaben sich Hinweise, dass auch das Hepatitis B Virus (bzw. das HBx Protein)
mit Jak1 interagiert und die Jak1-Aktivita¨t steigert (Lee et al., 1998). Bei
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der Entwicklung der murinen-Abelson Leuka¨mie scheint Jak1 bzw. dessen
U¨beraktivita¨t ebenfalls eine Rolle zu spielen (Danial et al., 1995).
In ju¨ngerer Zeit ist vor allen Dingen Jak3 in den Fokus des Interesses geru¨ckt,
da man hofft, mit Hilfe gezielter Jak3-Inhibitoren einen potenten Immunmo-
dulator zu haben. In Tiermodellen konnten mit Hilfe von Jak3-Inhibitoren
bereits Transplantat-Abstoßungen (Changelian et al., 2003) und der Aus-
bruch eines Insulin-abha¨ngigen Diabetes (Cetkovic-Cvrlje et al., 2003) ver-
hindert bzw. verzo¨gert werden. Auch ein Inhibitor fu¨r Tyk2 wird diskutiert,
da Ma¨use mit Mutationen im Tyk2-Gen eine Resistenz gegenu¨ber Kollagen-
induzierter Arthritis aufzuweisen scheinen (Shaw et al., 2003).
1.7 GFP-Markierungen von Proteinen
Obwohl von vielen Proteinen die Sequenz bekannt ist, fehlen fu¨r das Versta¨nd-
nis des Zellorganismus noch viele wichtige Informationen. Diese betreffen vor
allem die genaue dreidimensionale Struktur von Proteinen, ihre Lokalisati-
on innerhalb der Zelle und auch die Interaktion der verschiedenen Protei-
ne miteinander. Mit der Entdeckung fluoreszenzierender Proteine wie dem
Green Fluorescent Protein (GFP) der Qualle Aequoria victoria und dem
Red Fluorescent Protein (DsRed) der Seeanemone Discosoma striata (Matz
et al., 1999) hat man jedoch sehr wirkungsvolle Methoden gefunden, diese
Vorga¨nge auf Zellebene sichtbar zu machen.
Diese Methoden beruhen darauf, dass man an das gewu¨nschte zu studierende
Protein ein Fluorophor wie beispielsweise GFP anha¨ngt und dieses Prote-
in dann in seiner Verteilung in lebenden Zellen im konfokalen Mikroskop
beobachtet. Außerdem werden auch andere Methoden wie die Durchflus-
szytometrie mit Hilfe der Fluorophore wirksam erga¨nzt, da z.B. damit in
transfizierten Zellen auch die Menge an synthetisiertem Protein abgescha¨tzt
werden kann. Mittlerweile wurden neuere Fluorophore entwickelt, die einer-
seits sta¨rker fluoreszieren als GFP, andererseits unterschiedliche Exzitations-
und Emissionsspektren haben, wodurch eine Differenzierung mehrerer Fluo-
rophore innerhalb der Zelle mo¨glich ist. Dadurch kann man also auch meh-
rere Proteine in derselben Zelle markieren, betrachten und vergleichen.
1.8 FRAP (Fluorescene Recovery After Photobleaching)
Eine der neuen Methoden, die dank der Erschließung der Fluorophore und
der konfokalen Mikroskopie mo¨glich sind, ist das sogenannte FRAP (Fluo-
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rescence Recovery After Photobleaching). Voraussetzungen sind die Markie-
rung des Moleku¨ls der Wahl mit einem Fluorophor und die Expression in
Zellen. Das Verfahren beruht darauf, dass man Fluorophore (und damit
die auch die Fluorophor-markierten-Proteine) irreversibel ausbleichen kann,
wenn man sie sehr stark mit Laserlicht anregt. Misst man nun die Fluores-
zenzintensita¨t in dem gebleichten Bereich, so kann man anhand der Wie-
derkehr der Fluoreszenz Ru¨ckschlu¨sse auf die Diffusionsgeschwindigkeit des
betrachteten Proteins ziehen. Man benutzt hierfu¨r hauptsa¨chlich die Deri-
vate vom GFP, da diese offenbar gebleicht werden ko¨nnen, ohne die Zelle zu
scha¨digen (Lippincott-Schwarz et al., 2001). Dies beruht wahrscheinlich dar-
auf, dass GFP aufgrund seiner kompakten Struktur die externe Umgebung
vor den reaktiven Zwischenprodukten schu¨tzt (Yang et al., 1996, Prender-
gast, 1999).
Abb. 4 zeigt das Prinzip eines FRAP-Experimentes. An der Zellmem-
bran werden zwei regions of interest (ROIs) definiert, wobei eine im weiteren
Verlauf gebleicht wird (ROI1), wa¨hrend die andere zur Messung von Fluo-
reszenzvera¨nderungen dient, die nicht auf dem Bleichvorgang beruhen (z.B.
Zellbewegungen). Eine dritte ROI dient zur Messung der Hintergrundfluo-
reszenz (ROI3). Der Abbildungsteil B zeigt exemplarisch den Verlauf einer
FRAP-Kurve. Die roten Kreise zeigen den Fluoreszenzverlauf in ROI1: Nach
dem Bleich-Puls nimmt die Fluoreszenz stark ab, um direkt danach aufgrund
der Diffusion der nicht-gebleichten fluoreszierenden Moleku¨le wieder zuzu-
nehmen. Die Halbwertszeit dieser Fluoreszenzru¨ckkehr (t 1/2 ) (siehe Abb.
4 C) erlaubt Ru¨ckschlu¨sse auf die Lokalisation des betrachteten Moleku¨ls, da
ein zytoplasmatisches Protein ca. 100mal schneller diffundierenden kann als
ein membransta¨ndiges (Lippincott-Schwartz et al., 2001). Im Abbildungsteil
C kann man ebenfalls erkennen, dass die Fluoreszenzintensita¨t der ROI1 nie
vollsta¨ndig zur Ursprungsintensita¨t zuru¨ckkehrt, sondern bei ca. 80% sta-
gniert. In diesem Zusammenhang spricht man von der ”mobilen Fraktion”,
die aus der Umgebung die ”Lu¨cke” in der Fluoreszenz schließen kann bzw.
von der ”immobilen Fraktion”, die als Fluoreszenzintensita¨t an dieser Stelle
dauerhaft verloren ist, da angenommen wird, dass diese Fraktion den An-
teil der Rezeptoren darstellt, der nicht frei diffundiert und daher auch nicht
durch nicht-gebleichte Rezeptoren ersetzt werden kann. Dies ist bei dieser
Art von Experimenten eine sehr ha¨ufige Beobachtung (Lippincott-Schwartz
et al., 2001).
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Abbildung 4: Prinzip eines FRAP Experimentes
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r Jak1KE-eYFP und gp130-eCFP transi-
ent transfiziert und nach 48 h geerntet.
A: Eine Jak1KE-eYFP und gp130-eCFP transfizierte Zelle wurde aufgesucht und drei
ROIs (region of interest) definiert: ROI1 ist auf der Membran gelegen und wird im Ver-
lauf des Experimentes gebleicht, ROI2 ist ebenfalls auf der Membran, wird aber nicht
gebleicht und dient somit als Kontrolle, dass die Zelle sich nicht bewegt. ROI3 nutzt man
zur Messung der Hintergrundfluoreszenz.
B: Kurvenanpassung der FRAP-Daten. Durch die Symbole ist der Kurvenverlauf der
eYFP-Fluoreszenz u¨ber der Zeit der verschiedenen ROIs angegeben. Rote Kreise symbo-
lisieren ROI1, blaue Rhomben ROI2 und gru¨ne Vierecke ROI3. Die Werte sind auf die
Ursprungsfluoreszenz der Zelle normiert.
C: Detektion der Fluoreszenzintensita¨ten im zeitlichen Verlauf. In dieser idealisierten Kur-
ve ist gezeigt, wie man aus der vom Computer errechneten angepassten Kurve die Halb-
wertszeit t 1
2
und die immobile Fraktion ersehen kann. Die Differenz der Ursprungsfluo-
reszenz und der nach dem Bleichen erreichten Fluoreszenz wird als ”immobile Fraktion”
bezeichnet, da angenommen wird, dass dies der Anteil des gebleichten Rezeptors ist, der
nicht frei diffundieren kann und daher nicht von nicht-gebleichtem Rezeptor ersetzt wird.
Die Zeit, die nach dem Bleichimpuls beno¨tigt wurde, um die Ha¨lfte der Ursprungsfluores-
zenz herzustellen, wurde mit t 1
2
gekennzeichnet.
1.9 Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression verschiedener
Rezeptoren durch Januskinasen
Neben der schon lange bekannten Rolle der Januskinasen bei der Signal-
transduktion zeigte sich in ju¨ngerer Zeit eine weitere wichtige Funktion:
Januskinasen ko¨nnen die Oberfla¨chenexpression verschiedener Rezeptoren
beeinflussen. Im Falle des Epo-Rezeptors geschieht diese Regulation auf der
Ebene des endoplasmatischen Retikulums durch Jak2, bzw. durch dessen
N-terminalen Teil, wa¨hrend Jak1 keinerlei Effekt aufweist. Es wurde nach-
gewiesen, dass Jak2 im endoplasmatischen Retikulum an den Epo-Rezeptor
bindet und den Anteil an Endo-H-resistentem Epo-R erho¨ht (Huang et al.,
2001).
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Tyk2 beeinflusst die Oberfla¨chenexpression des IFNAR1. In Abwesenheit
von Tyk2 wird der IFNAR1 nur sehr schwach auf der Zelloberfla¨che ex-
primiert. Durch Co-Expression von Tyk2 wird die Oberfla¨chenexpression
gesteigert und die Degradation des INFAR1 verlangsamt. Als Mechanismus
hierfu¨r wurde eine Beeinflussung der Internalisierungsrate gezeigt (Ragim-
beau et al., 2003).
Im Falle des Oncostatin-M-Rezeptors wurde ebenfalls eine Steigerung der
Oberfla¨chenexpression bei Co-Expression von Jak1, Jak2 und Tyk2, nicht
aber bei Co-Expression von Jak3 beschrieben. Anhand von IL-5Rß/OSMR-
Chima¨ren konnte gezeigt werden, dass Jak1 die Menge an prozessiertem
Rezeptor erho¨ht und wahrscheinlich ein Motiv in der Interbox 1/2 Region
des Rezeptors dafu¨r verantwortlich ist (Radtke et al., 2002).
1.10 Aufgabenstellung
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Ziele verfolgt:
• Es war gezeigt worden, dass gp130-eYFP und Jak1-eYFP vergleich-
bare FRAP-Halbwertszeiten aufwiesen, was daraufhin deutete, dass es
keinen zytoplasmatischen Jak-Pool gibt, der mit den an den Rezepto-
ren gebundenen Januskinasen in stetem Austausch steht (Bernd Gie-
se). Um auszuschließen, dass es sich hierbei um ein Artefakt aufgrund
der Autophosphorylierung oder einer potentiellen Aggregationsbereit-
schaft handelt, sollten die Ergebnisse mit Hilfe von Kinase-defizienter
Jak1KE verifiziert werden.
• Es lagen erste Ergebnisse vor, dass neben dem Oncostatin-M-Rezeptor
auch der LIF-Rezeptor und gp130 in ihrer Oberfla¨chenexpression durch
Co-Expression von Januskinasen beeinflusst werden ko¨nnen. Aller-
dings wurde bisher noch nicht analysiert, welches Ausmaß diese Stei-
gerung hat und welcher Mechanismus in diesem Fall verantwortlich ist.
Dies sollte in der vorliegenden Doktorarbeit untersucht werden.
2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Antiko¨rper
Antiko¨rper Organismus Herkunft Anwendungs-
bereich
anti-GFP polyklonal Ziege Rockland Western-Blot
anti-gp130
(Bp4)
monoklonal Maus Diaclone Western-Blot
anti-gp130
(Bp8)
monoklonal Maus Diaclone Co-IP
anti-gp130
(BR3)
monoklonal Maus Diaclone FACS
anti-HA monoklonal Maus Babco Western-Blot
anti-IL-5Rß
(N20)
polyklonal Kaninchen Santa Cruz Western-Blot
anti-IL-5Rß
(S16)
monoklonal Maus Santa Cruz FACS, IP
anti-Jak1
(HR785)
polyklonal Kaninchen Santa Cruz Western-Blot, IP
anti-Jak2
(C20)
polyklonal Kaninchen Santa Cruz Western-Blot
anti-Jak3
(C21)
polyklonal Kaninchen Santa Cruz Western-Blot
anti-mur
OSMR
monoklonal Ratte MBL FACS
anti-Shc polyklonal Kaninchen Transduction
Laboratories
Western-Blot
anti-Tyk2 polyklonal Kaninchen Santa Cruz Western-Blot
Kaninchen-
anti-Maus
(HRP-
konjugiert)
polyklonal Kaninchen Dako Western-Blot (2.
Antiko¨rper)
Ziege-anti-
Maus (HRP-
konjugiert)
polyklonal Ziege Dako Western-Blot (2.
Antiko¨rper)
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2.1.2 Bakteriensta¨mme
JM83 zur Vermehrung von Plasmid-DNA
2.1.3 Enzyme
Die eingesetzten Enzyme wurden von den Firmen Roche oder NEB bezo-
gen und jeweils entsprechend der Anleitung mit den mitgelieferten Puffern
verwandt.
• Alkalische Phosphatase
• T4-DNA-Ligase
• Taq-Polymerase
• verschiedene Restriktionsenzyme
2.1.4 Reaktionskits
• Mini-Plasmidisolierungskit (Qiagen)
• Maxi-Plasmidisolierungskit (Qiagen)
• QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
2.1.5 Vektoren und rekombinante Plasmide
Plasmid Besonderheiten Herkunft
(1) peGFP Expressionsvektor fu¨r eGFP Clontech
(2) pSVL Transiente Expression von Re-
zeptoren in Cos7-Zellen (SV40-
Promotor)
Pharmacia
(3) pSVL ∆ EcoRI Auf (2) basierendes Konstrukt,
in welchem eine singula¨re EcoRI-
Schnittstelle deletiert wurde
Ursula Hor-
sten
(4) pSVL
EpoR/gp130myc
Auf (3) basierendes Kon-
strukt, bei dem eine Epo-
Rezeptor/gp130-Chima¨re durch
einen myc-Marker markiert ist
Andrea
Ku¨ster
(5) pSVL gp130 Auf (3) basierender Expressions-
vektor fu¨r gp130
Iris Behr-
mann
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(6) pSVL gp130AA Auf (5) basierendes Konstrukt,
bei welchem das Dileuzinmotiv
(L786/L787) durch Alaninreste
ersetzt wurde
Ulrike Som-
mer
(7) pSVL gp130∆cyt Auf (5) basierendes Konstrukt,
dessen zytoplasmatischer Teil de-
letiert ist
Iris Behr-
mann,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(8) pSVL
gp130Box1/2
Auf (5) basierendes Konstrukt,
in welchem die zytoplasmatische
Region C-terminal von Box2 de-
letiert ist
Heike Dah-
men
(9) pSVL
gp130∆Box1
Auf (5) basierendes Konstrukt,
bei welchem die Box1-Region de-
letiert ist
Claude
Haan
(10) pSVL gp130-
eCFP
Auf (5) basierendes Konstrukt,
bei welchem gp130 durch ein cy-
an fluoreszierendes Protein mar-
kiert ist
Andrea
Ku¨ster
(11) pSVL gp130-
eGFP
Auf (5) basierendes Konstrukt,
in welchem gp130 mit einem gru¨n
fluoreszierenden Protein mar-
kiert ist
diese Arbeit
(12) pSVL gp130AA-
eGFP
Auf (6) basierendes Konstrukt,
bei dem gp130AA mit einem
gru¨n fluoreszierenden Protein
markiert ist
diese Arbeit
(13) pSVL
gp130∆Box1-
eGFP
Auf (9) basierendes Konstrukt,
in dem gp130∆Box1 durch ein
gru¨n fluoreszierendes Protein
markiert ist
diese Arbeit
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(14) pSVL IL-
5Rß/130wt
Auf (5) basierender Expressions-
vektor fu¨r ein chima¨res Rezep-
torkonstrukt, bestehend aus dem
extrazellula¨ren Teil des IL-5Rß
und dem zytoplasmatischen Teil
von gp130
Iris Behr-
mann,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(15) pSVL Jak1 Auf (3) basierender Expressions-
vektor fu¨r Jak1
Claude
Haan
(16) pSVL Jak1KE Auf (15) basierendes Konstrukt,
bei dem das Lysin 907 durch
Glutamat ersetzt ist
Claude
Haan
(17) pSVL Jak1KE-
eYFP
Auf (16) basierendes Konstrukt,
in welchem Jak1KE durch ein
gelb fluoreszierendes Protein
markiert ist
Kevin Au-
Yeung,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(18) pSVL Jak1nb Auf (15) basierendes Konstrukt
fu¨r eine Jak1-Mutante, die
durch einen Aminosa¨ureaus-
tausch in der FERM-Doma¨ne
(L80A/Y81A) nicht mehr an
gp130 binden kann
Claude
Haan
(19) pSVL Jak1nb-
eYFP
Auf (18) basierender Ex-
pressionsvektor fu¨r ein mit gelb
fluoreszierendem Protein mar-
kiertes Jak1-Konstrukt, welches
nicht mehr an gp130 binden
kann
Claude
Haan,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(20) pSVL
Jak1STOP-SH2
Auf (15) basierendes Konstrukt,
welches nach der SH2-Doma¨ne
deletiert ist
Angela
Jo¨rissen
(21) pSVL
Jak1STOP-
FERM
Auf (15) basierendes Konstrukt,
das nach der FERM-Doma¨ne
trunkiert ist
Angela
Jo¨rissen
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(22) pSVL Jak2 Auf (3) basierender Expressions-
vektor fu¨r Jak2
Simone
Radtke,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(23) pSVL Jak3 Auf (3) basierender Expressions-
vektor fu¨r Jak3
Simone
Radtke,
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
(24) pSVL Tyk2 Auf (3) basierender Expressions-
vektor fu¨r Tyk2
Hildegard
Schmitz-
Van de
Leur
2.1.6 Benutzte Zelllinien
Cos7 Affennierenzellen (SV40 transformiert) ATCC
2C4 Humane Fibrosarcomzellen Dr. I. M. Kerr,
London
U4C Jak1-defiziente humane Fibrosarcomzel-
len
Dr. I. M. Kerr,
London
2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung von Plasmid-DNA
2.2.1.1 Pra¨paration von Plasmid-DNA im großen Maßstab 2 ml
LB-Medium wurden mit dem gewu¨nschten Bakterienstamm angeimpft und
fu¨r 6-8 h bei 37 ◦C als Vorkultur inkubiert. Mit der Vorkultur wurden 500 ml
LB-Medium angeimpft und u¨ber Nacht bei 37 ◦C geschu¨ttelt. Am na¨chsten
Tag wurde die Kultur fu¨r 10 min bei 6.000 rpm in der Hermle-Zentrifuge mit
dem Rotoreinsatz A6.9 bei einer Temperatur von 4 ◦C abzentrifugiert. Das
Zentrifugat wurde nach Anweisungen des Herstellers Qiagen resuspendiert
und nach der Anleitung zum ”Qiagen Hispeed Maxi Kit” aufbereitet.
Die Reinheit und Konzentration der DNA-Lo¨sung wurde mittels Photo-
metrie bei 260 nm und 280 nm u¨berpru¨ft. Dies ist notwendig, da bei der
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Aufbereitung der DNA Verunreinigungen durch Proteine aufgetreten sein
ko¨nnten. Da Proteine ein anderes Absorptionsspektrum haben, kann man
mit Hilfe eines Photometers eventuelle Verunreinigungen quantifizieren. Der
Quotient A260A280 soll zwischen 1,8 und 2 liegen.
2.2.1.2 Bestimmung der DNA Konzentration im Photometer 2
µl der DNA wurden in 800 µl Wasser verdu¨nnt, und die optische Dichte
wurde bei 260 nm gemessen. Aus der gemessenen Absorption kann man mit
der unten stehenden Formel die DNA-Konzentration berechnen:
∆A260∗50µgDNA/µl∗400
1000 = Konzentration der DNA in µg /µl
2.2.2 Techniken zur Herstellung der gp130-Konstrukte
2.2.2.1 Vermehrung von DNA mittels Polymerase Chain Reac-
tion (PCR)
• 1 µl peGFP (0,1 µg)
• 2,5 µl sense primer
• 2,5 µl antisense primer
• Taq-Polymerase (1U/µl)
• 5 µl Taq-Puffer (100 mM Tris/HCl, 1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 10 mM
2-Mercaptoethanol pH 8,0)
• 5 µl dNTP (jeweils 2,5 mM)
• ad 50 µl Gesamtvolumen
Der Ansatz wurde nach gru¨ndlichem Mischen und Abzentrifugieren in
einer PCR-Maschine 30 Zyklen unterzogen, bestehend aus:
Denaturierung 94 ◦C 30 sec
Hybridisierung 44 ◦C 120 sec
Extension 72 ◦C 120 sec
Danach wurde das PCR-Produkt zur Aufreinigung auf ein 1 %iges Aga-
rosegel aufgetragen und mittels Qiaex wieder aus der Agarose zur weiteren
Verarbeitung isoliert.
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2.2.2.2 Restriktionsverdau
Probeverdau :
• 0,5 µl Restriktionsenzym
• 0,5 µl DNA (Pra¨paration wie unter 2.2.1.1 beschrieben)
• 1 µl Puffer
• 8 µl H2O
wurden miteinander vermischt, abzentrifugiert und fu¨r 30 min bei 37 ◦C in-
kubiert. Danach wurde mittels eines 1 %iges Agarosegels u¨berpru¨ft, ob die
Banden dem erwarteten Muster entsprachen.
Restriktionsverdau fu¨r Klonierung : Mit Hilfe der Formel
Enzym [µl]= bplPhage∗RE−sitesder zu schneidendenDNA∗µgzu schneidende DNAbpder zu schneidendenDNA∗RE−sitesl−DNA∗U/µlEnzym
wurde die no¨tige Enzymmenge errechnet. Die entsprechende Menge DNA
wurde mit dem Enzym, dem Puffer und Wasser vermischt und fu¨r drei bis
vier Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz
kurz gefroren, um das Enzym zu inaktivieren.
2.2.2.3 Agarose-Gele Die DNA wurde mit Hilfe eines 1 %igen Agarose-
Gels aufgetrennt. Hierzu wurde aus Agarose und 1x TAE Puffer (0,04 M
Tris-Base; 1,1 M EDTA; 5 mM Na-Acetat; 32 mM Essigsa¨ure) unter Er-
hitzen eine 1 %ige Lo¨sung hergestellt, die dann in eine Gelkammer gegossen
wurde. In das Gel wurde Ethidiumbromid (0,1 µg/ml) gegeben, um die DNA
unter der UV-Lampe sehen zu ko¨nnen. Nach 30-45 min Laufzeit bei einer
Spannung von 120 Volt wurde das Gel unter der UV-Lampe betrachtet.
2.2.2.4 Gel-Extraktion mittels ”Qiaex” Das mit Hilfe eines Skal-
pells ausgeschnittene Gelvolumen wurde mit dem Dreifachen an Puffer QG
in einem Eppendorf-Gefa¨ß vermischt und fu¨r 5 min auf 50 ◦C erhitzt. Danach
wurde nochmal eine dem Gelvolumen a¨quivalente Menge an Isopropanol zu-
gesetzt. Dieses Gemisch wurde dann in einem Sa¨ulchen der Firma Qiagen
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in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert, mit Puffer gewaschen und mit 20 µl
Wasser nach 5 min Inkubationszeit in ein neues Eppendorfgefa¨ß eluiert.
2.2.2.5 Dephosphorylierung des Vektors
• 50 µl Restriktionsansatz
• 40 µl 10x AP Puffer (0,5 M Tris/HCl pH 8,5, 1 mM EDTA)
• 1 µl Alkalische Phosphatase (1 U/µl)
• ad 400 µl H2O
wurden zusammenpipettiert, gemischt, abzentrifugiert und fu¨r 1 h inkubiert.
Es folgte eine Phenolextraktion und darauf eine Fa¨llung mit Lithiumchlorid.
2.2.2.6 Phenolextraktion
• 400 µl Ansatz
• 20 µl 2 M Tris Base
• 400 µl Phenol (H2O-gesa¨ttigt)
wurden gru¨ndlich miteinander vermischt und 2 min bei 14.000 rpm abzen-
trifugiert. Die obere wa¨ssrige Phase wird mit 400 µl Phenol/Chloroform
gemischt und erneut 2 min bei 14.000 rpm abzentrifugiert. Wieder wird die
obere Phase abgenommen und mit 400 µl Chloroform vermischt. Nach 2 min
bei 14.000 rpm wird der U¨berstand abgenommen und eine DNA-Pra¨zipita-
tion durchgefu¨hrt.
2.2.2.7 DNA-Pra¨zipitation mittels Lithiumchlorid
• 400 µl Ansatz
• 1 µl Glykogen (20 mg/ml in wa¨ssriger Lo¨sung, Fermentas)
• 10 µl 8 M Lithiumchlorid
• 400 µl Isopropanol
wurden miteinander vermischt und gut gemischt. Danach wurde die Mi-
schung fu¨r 30 min bei -20 ◦C tiefgefroren. Nach 10-minu¨tiger Zentrifugation
mit 14.000 rpm bei 4 ◦C wurde der U¨berstand mo¨glichst vollsta¨ndig ab-
pipettiert. Um das Zentrifugat zu waschen, wurden zweimal 500 µl kaltes
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70 %iges Ethanol auf das Zentrifugat gegeben, vorsichtig invertiert, erneut
2 min bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der U¨berstand gru¨ndlich abpi-
pettiert. Im Anschluss an den letzten Waschvorgang wurde das Zentrifugat
vorsichtig bei 37 ◦C getrocknet und in 20 µl H2O resuspendiert.
2.2.2.8 Ethanolfa¨llung
• 100 µl DNA-haltige Lo¨sung
• 10 µl 3 M Natrium-Acetat
• 300 µl Ethanol (98 %)
wurden gemeinsam gemischt und 30 min bei -20 ◦C tiefgefroren. Dann wurde
der Ansatz fu¨r 10 min mit 14.000 rpm bei 4 ◦C abzentrifugiert und der
U¨berstand abpipettiert. Nach zweimaligem Waschen mit 70 %igem Ethanol
wurde das Zentrifugat bei 37 ◦C getrocknet und in 20 µl H2O resuspendiert.
2.2.2.9 Herstellung von pSVL gp130-eGFP durch Drei-Fragment-
Ligation Mit Hilfe eines 1 %igen Agarosegels wurde die DNA-Konzentration
der DNA-Fragmente und des Vektors abgescha¨tzt. Als Kontrolle diente ein
Ansatz ohne Ligase. Der Ligationsansatz (25 µ) beinhaltete folgendes:
• 54 ng des 5600 kb-Fragmentes nach BamHI/EcoRI-Verdau von pSVL
gp130
• 24 ng des 700 kb-Fragmentes nach EcoRV/BamHI-Verdau von peGFP
• 14 ng des 1000 kb-Fragmentes nach EcoRI/EcoRV-Verdau von psVL
EpoR/gp130
• 5 µl blunt-end-Puffer 5x (250 mM Tris/HCl pH 7,5, 5 mM DTT, 50
mM MgCl2, 5 mM ATP, 250 mg/ml Polyethylenglycol)
• 1 µl T4 Ligase (1 U/µl)
Der Ansatz wurde zur Ligation u¨ber Nacht inkubiert und am na¨chsten
Tag bis zur Transformation eingefroren.
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2.2.2.10 Herstellung von pSVL gp130AA-eGFP und pSVL gp130
∆Box1-eGFP durch Zwei-Fragment-Ligationen Nach gelelektropho-
retischer Auftrennung wurde die DNA-Konzentration der DNA-Fragmente
abgescha¨tzt. Ein Ansatz ohne Ligase diente als Kontrolle. Ligationsansa¨tze:
gp130AA-eGFP:
• 60 ng des 8200 kb-Fragmentes nach BglII-Verdau von pSVL gp130-
eGFP
• 12 ng des 255 kb-Fragmentes nach BglII-Verdau von pSVL gp130AA
• 5 µl blunt-end-Puffer 5x (250 mM Tris/HCl pH 7,5, 5 mM DTT, 50
mM MgCl2, 5 mM ATP, 250 mg/ml Polyethylenglycol)
• 1 µl T4 Ligase (1 U/µl)
gp130∆Box1-eGFP:
• 30 ng des 6400 kb-Fragmentes nach BstEII/Xba-Verdau von pSVL
gp130-eGFP
• 12 ng des 2000 kb-Fragmentes nach BstEII/Xba-Verdau von pSVL
gp130∆Box1
• 6 µl blunt-end-Puffer 5x (250 mM Tris/HCl pH 7,5, 5 mM DTT, 50
mM MgCl2, 5 mM ATP, 250 mg/ml Polyethylenglycol)
• 1 µl T4 Ligase (1 U/µl)
Die jeweiligen Ansa¨tze wurden zur Ligation u¨ber Nacht inkubiert und am
na¨chsten Tag transformiert.
2.2.2.11 Transformation Der Ligationsansatz wurde mit 100 µl Bak-
teriensuspension vom Stamm JM83, die kompetent gemacht worden waren,
fu¨r 2 h auf Eis inkubiert. Dann erfolgte ein zweiminu¨tiger Hitzeschock bei
42 ◦C. Nach erneuter Inkubation auf Eis wurden die Bakterien mittels Spa-
tel ausplattiert und bis zum na¨chsten Morgen im Brutschrank bei 37 ◦C
inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden die Kolonien geza¨hlt, und jeweils 2 ml
LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft. Aus diesen Kultu-
ren wurde mittels Qiagen-Kit die DNA isoliert. Mit Hilfe eines Probeverd-
aus wurden positive Klone ausgewa¨hlt, die dann zur Sicherheit auch noch
sequenziert wurden.
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2.2.2.12 Sequenzieren
• 4 µl BigDye-Terminator-Mix (ABI v1.1 Prism BigDye Cycle Sequen-
cing Kit fu¨r das Kapillarsystem ABI 310)
• 1 µg zu sequenzierende DNA
• 1 µl (10 pmol) Primer
• ad 20 µl H2O
werden zusammenpipettiert, gemischt und abzentrifugiert. Im Thermo-
cycler wird dann der folgende Zyklus 25 mal durchgefu¨hrt:
Temperatur Zeit Zweck
96 ◦C 20 sec. 1. Denaturierung
50 ◦C 20 sec. Hybridisieren des Pri-
mers
60 ◦C 240 sec. Synthese
96 ◦C 20 sec. 2. Denaturierung
usw.
Nach der PCR wird der Reaktionsansatz aufgereinigt. Hierzu werden
die 20 µl des Reaktionsansatzes mit 80 µl Wasser vermischt und in ein 0,6
ml Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Dann werden 10 µl einer dreimolaren Na-
triumacetatlo¨sung mit einem pH von 4,6 und 250 µl Ethanol hinzugefu¨gt.
Dieser Ansatz wird gut gemischt und 20 min bei 14.000 rpm zentrifugiert.
Der U¨berstand wird vorsichtig abpipettiert und das Zentrifugat mit 300 µl
frischem 70 %igem Ethanol gewaschen. Danach wird wieder fu¨r 5 min bei
14.000 rpm zentrifugiert und das Ethanol mo¨glichst vollsta¨ndig abpipettiert.
Das Zentrifugat wird bei Raumtemperatur getrocknet und dann bei -20 ◦C
bis zum eigentlichen Sequenzieren gelagert.
2.2.3 Kultivierung und Transfektion von Zellen
2.2.3.1 Kultivierung Die Zellen wurden in DMEM-Medium mit Gluta-
max, 10 % FCS und 1 % Pen-Strep (10.000 U Penicillin/ml, 10.000 µg Strep-
tomycin/ml) in einer Atmospha¨re mit 5 % CO2 bei 37 ◦C inkubiert.
2.2.3.2 Trypsinisierung Die Zellen wurden mit 4 ml PBS gewaschen
und mit 1 ml Trypsin der Firma Cambrex (500 mg/l Trypsin 1:250, 200 mg/l
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EDTA) fu¨r ca. 5 min inkubiert. Dann wurden die Zellen kurz losgeschlagen,
mit Na¨hrmedium von der Platte abgewaschen und auf die neuen Platten
verteilt.
2.2.3.3 Transfektion Transfiziert wurden Cos7-Zellen nach der DEAE
–Dextran Methode. Hierzu wurden
• 1-5 µg DNA
• 2,5 ml DMEM-Medium
• 20 µl Dextran (von Sigma, 50 mg/ml PBS)
• 2 µl Chloroquin (von Sigma, 100 mM in PBS)
gru¨ndlich miteinander vermischt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
dann mit der Transfektionslo¨sung fu¨r 80 min in fest verschlossenen Flaschen
inkubiert. Danach wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und mit
10 %iger PBS/DMSO Lo¨sung 1 min ”geschockt”. Nach erneutem Waschen
mit PBS wurden die Zellen wieder mit normalem Na¨hrmedium inkubiert
und am na¨chsten Tag weiterpassagiert.
2.2.4 Konfokale Mikroskopie und FRAP
2.2.4.1 Konfokale Mikroskopie Die Versuche wurden mit Hilfe eines
Zeiss LSM 510 Konfokal-Mikroskops durchgefu¨hrt, das mit einem Argon-
Laser von Zeiss, Jena, ausgestattet war. Dieser Argon-Laser konnte durch
einen akusto-optischen Modulator vera¨ndert werden. Um das eCFP anzure-
gen, wurde Licht mit einer Wellenla¨nge von 458 nm genutzt. Der Lichtweg
fu¨r das eCFP beinhaltete einen 458 nm Hauptfarbteiler und einen 480/20
Bandpass-Filter zur Detektion des emittierten Lichtes. Mit Hilfe des engen
Filterbereichs sollte verhindert werden, dass eYFP (ebenfalls von 458 nm
angeregt) in den eCFP-Kanal hereinstrahlt.
Das eYFP wurde mit einer Wellenla¨nge von 514 nm angeregt. Der Lichtweg
bestand aus einem 514 nm Hauptfarbteiler und einem 530 nm Langpassfil-
ter.
Wenn sowohl eCFP- als auch eYFP-Konstrukte transfiziert worden waren,
wurde die ”Multi-Track”-Funktion des LSM 510 genutzt. Diese ermo¨glich-
te die konsekutive Aufnahme der eCFP- und eYFP-Fluoreszenz mittels der
oben genannten Anordnungen und eine nachfolgende U¨berlagerung der Fluo-
reszenz beider Kana¨le.
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2.2.4.2 Messung der Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr
von Jak1 KE-eYFP an der Zellmembran mittels konfokaler Fluo-
reszenzmikroskopie Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit
der DEAE-Dextran-Methode auf Deckgla¨schen von 12 mm Durchmesser
ausgesa¨ht. 48 h nach Transfektion wurde jeweils ein Deckgla¨schen in eine
Lebendzellkammer des Fluoreszenzmikroskops eingespannt. Die Lebendzell-
kammer wurde mit DMEM-Medium (10 % FCS, 5 % Pen-Strep) gefu¨llt und
mittels einer Heizfolie auf 37 ◦C erwa¨rmt. Fu¨r die Messung der FRAP-
Halbwertszeit (FRAP = fluorescence recovery after photobleaching), d.h.
der Floreszenzwiederkehr nach Fotobleichen, wurde ein Objektiv vom Typ
Plan-Apochromat 63x1.2w corr verwendet. Da das Objektiv durch das Im-
mersionsmedium (Wasser) direkten Kontakt zur Lebendzellkammer besitzt,
wurde es ebenfalls mit einer Heizfolie temperiert.
FRAP-Messungen wurden ausschließlich an Zellen ausgefu¨hrt, die sowohl
Fluoreszenz von gp130-eCFP als auch von Jak1KE-eYFP aufwiesen. Der
”Pinhole”-Durchmesser wurde auf eine optische Schichtdicke von 2 µm ein-
gestellt.
Die Fluoreszenzwiederkehr wurde in kreisfo¨rmigen Regionen (ROI = region
of interest) gemessen. Der Durchmesser der ROIs betrug 1,3 µm. ROI1 und
ROI2 wurden bei jeder Messung auf der Plasmamembran positioniert. ROI3
befand sich jeweils in einem Zellzwischenraum zur Messung der Hintergrund-
fluoreszenz. Zur Bestimmung der Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr
wurde nun ein Film aufgenommen, der die Fluoreszenzsignalvera¨nderung in
den drei ROIs u¨ber einen Zeitraum von ca. 80 s dokumentiert. Ein Film bein-
haltete 80 Bilder, die Bildaufnahmegeschwindigkeit lag bei einem Bild pro
Sekunde. Dabei wurden in jedem Bild nur die ROIs angeregt und deren Fluo-
reszenzsignal detektiert. Nach den ersten 10 Bildern wurde die Fla¨che des
ROI1 geblichen. Die nachfolgenden 70 Bilder im ROI1 zeigen die Erho¨hung
der Fluoreszenz in diesem Membranareal. Sie sind ein Parameter der Diffu-
sion, die durch den Einstrom fluoreszierender Proteine in das ausgebliche-
ne Gebiet hervorgerufen wird. ROI2 und ROI3 wurden wa¨hrend der Mes-
sung nicht geblichen. ROI2 dient als Kontroll-ROI fu¨r die Messung in ROI1.
Mit Hilfe der ROI2 ko¨nnen Fluoreszenzintensita¨tsschwankungen detektiert
werden, die nicht durch gezieltes Bleichen hervorgerufen werden, wie z.B.
Zellbewegungen. Die mittlere Fluoreszenzintensita¨t in ROI3 bestimmt die
Hintergrundfluoreszenz der Messreihe.
Die Einstellungen fu¨r die vor und nach dem Bleich-Puls aufgenommenen
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Bilder waren 100 % von 25 mW und 1 % Transmission fu¨r 458nm (Anre-
gung des eCFP) und 100 % von 25 mW und 0,1 % Transmission fu¨r 514nm
(Anregung des eYFP). Der Bleichvorgang wurde mit 200 Iterationen (3,7-
3,8 Sekunden Gesamtbleichzeit) und Einstellungen von 100 % von 25 mW
und 100 % Transmission fu¨r 458 nm und 514 nm durchgefu¨hrt.
Sa¨mtliche Aufnahmen und die Bleich-Pulse wurden mit maximaler Geschwin-
digkeit (Pixel-Zeit 1,8 µs) durchgefu¨hrt. Der optische Vergro¨ßerungsfaktor
betrug 3,5, wodurch sich eine Pixelgro¨ße der ROIs von 224 nm ergibt.
2.2.4.3 Auswertung der FRAP-Daten Pro Zelle wurden mindestens
5 Messungen jeweils in einem 5-min-Intervall durchgefu¨hrt. Die mittels der
ROIs erlangten Daten wurden in Microsoft-Excel kopiert. Die Berechnung
einer Regressionsgraden und der Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr
erfolgte nach dem mathematischen Modell von Axelrod et al. (1976). Zur
Berechnung der mobilen Fraktion wurde folgende Formel benutzt: Mf =
(Fu−F0)/(Fa−F0), wobei Mf fu¨r mobile Fraktion, Fu fu¨r die Endfluoreszenz,
F0 fu¨r die Fluoreszenz zum Zeitpunkt direkt nach dem Bleichen und Fa fu¨r
die Fluoreszenz vor dem Bleichen steht.
2.2.5 Lysate und Immunpra¨zipitationen
2.2.5.1 Lysate Die Platten mit den kultivierten Zellen wurden zwei-
mal mit geku¨hltem PBS mit 0,1 % Natrium-Vanadat in PBS gewaschen.
Danach wurden 300 µl 1 %iger Brij-Lysispuffer darauf pipettiert, und die
Platten sofort auf Eis gestellt. Nach dem Abschaben wurden die Zellen 20
min auf Eis inkubiert, kurz gemischt und abzentrifugiert. Der U¨berstand
wurde in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt, und die Proteinmenge wurde
nach Bradford bestimmt.
2.2.5.2 Proteinmengenbestimmung nach Bradford Das Biorad-Reagenz
wurde in der vierfachen Menge Wasser verdu¨nnt. Zu 1 ml dieser Mischung
wurden 2 µl des Lysates gegeben und gru¨ndlich gemischt. Die Absorption
der Ansa¨tze wurde bei 595 nm gemessen.
Aus der gemessenen Absorption konnte die Proteinmenge berechnet wer-
den; wobei davon ausgegangen wurde, dass eine Absorption von 0.063 einer
Proteinmenge von 1 µg/ml entspricht.
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2.2.5.3 Immunpra¨zipitation 250 µl der Lysate wurden mit 250 µl 1
%igem Brij-Lysispuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,4) und 1 µg des Antiko¨rpers
u¨ber Nacht inkubiert. Außerdem wurde bei Pra¨zipitation von gp130 die
Protein-A-Sepharose mit einem Bru¨cken-Antiko¨rper (Kaninchen-anti-Maus)
vorinkubiert. Am na¨chsten Tag wurden 3 µg so behandelter Protein-A-
Sepharose zu dem Lysatansatz pipettiert und weitere 2 h im U¨berkopfschu¨tt-
ler inkubiert. Danach wurde die Sepharose abzentrifugiert, zweimal mit 0,1
% Brij-Lysispuffer gewaschen, in 24 µl 2xLa¨mmli-Puffer (10 % Glycerin, 3
%SDS, 62,5 mM Tris pH 6,8, 0,01 % Bromphenolblau) resuspendiert und
fu¨r 5 min auf 95 ◦C erhitzt. Danach wurden die IPs direkt wieder auf Eis
geku¨hlt und bei -20 ◦C gelagert.
2.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) Zur Auf-
trennung der Proteine wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese nach La¨mmli durchgefu¨hrt. Hierbei waren die denatu-
rierten Proteine durch das angelagerte SDS negativ geladen. Da durch Mer-
captoethanol alle Disulfidbindungen reduziert wurden, war die Wanderungs-
geschwindigkeit der Proteine also prima¨r von der Gro¨ße abha¨ngig. Die Pro-
teine wurden im Sammelgel fokussiert, wodurch man relativ scharfe Banden
erha¨lt.
Sammelgel (6 %) Trenngel (7,5%)
Acrylamidlo¨sung (30 %
Acrylamid, 0,8 %Bis-
acrylamid)
1,3ml 3,5ml
Wasser 5,5ml 7ml
Sammelgelpuffer (0,5
M Tris/HCl pH 6,8;
0,4 % SDS)
2,5ml -
Trenngelpuffer (1,5
M Tris/HCl pH 8,8;
0,4 % SDS)
- 3,5ml
Zuerst wurde das Trenngel in einer vertikalen Flachgelkammer gegossen.
Nach Polymerisation wurde das Trenngel mit dem Sammelgel u¨berschichtet.
A¨quivalente Proteinmengen wurden mit 4xLa¨mmlipuffer vermischt und fu¨r
5 min bei 95 ◦C denaturiert. Als Gro¨ßenmaßstab wurde neben den Proteinen
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ein Marker (”Dual Color” von BioRad) aufgetragen. Nach Beladung lief das
Gel fu¨r 1 12 h bei 30 mA. Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine
mittels Western-Blot auf eine PVDF-Membran u¨bertragen.
2.2.5.5 Western-Blot Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol
eingeweicht und dann fu¨r 10 min in Anode II-Lo¨sung (0,025 M Tris, 20
% Methanol) gelegt. Je vier der blot-Gro¨ße entsprechende Stu¨cke Whatman-
Filter wurden in Anodenlo¨sung I (0,025 M Tris, 20 % Methanol) und Katho-
denlo¨sung (0,40 M 6-Aminohexansa¨ure, 20 % Methanol) eingeweicht, zwei
Stu¨cke Whatman-Filter in Anode II-Lo¨sung und das Gel fu¨r 5 min in Ka-
thodenlo¨sung. Der blot wurde dann folgendermaßen von unten nach oben in
einer blotting-Kammer aufgebaut:
• 4 x Whatman-Filter aus Anode I-Lo¨sung
• 2 x Whatman-Filter aus Anode II-Lo¨sung
• PVDF-Membran
• Gel
• 4 x Whatman-Filter aus Kathoden-Lo¨sung
Die blotting-Kammer wurde verschlossen, der Deckel mit 1 kg Gewicht be-
schwert und fu¨r eine Stunde bei 0,8 mA/cm2 Membran ”geblottet”. Nach
Beendigung des Blottens wurde der blot bei 4 ◦C in TBS-N (2,42 g/l Tris, 8
g/l NaCl, 3,8 ml/l 1 M HCl, pH 7,6, 0,1 % (v/v) Nonidet P-40) aufbewahrt.
2.2.5.6 Detektion mittels ECL Die Detektion mit Hilfe von ECL be-
ruht darauf, dass der Zweitantiko¨rper mit dem EnzymMeerrettich-Peroxidase
markiert ist. Das Substrat befindet sich in der Detektionslo¨sung. Bei der Re-
aktion entsteht eine Chemoluminiszenz, deren Licht auf einem Ro¨ntgenfilm
detektiert werden kann.
Der blot wurde mit 10 %igem BSA in TBS-N fu¨r 30 min geblockt. Nach Wa-
schen mit TBS-N wurde der blot fu¨r 1 h mit dem Erst-Antiko¨rper (Verdu¨nnung
1:50 in TBS-N) inkubiert. Dann wurde wieder mit TBS-N gewaschen und fu¨r
30 min mit dem Zweit-Antiko¨rper inkubiert (Verdu¨nnung 1:100 in TBS-N).
Wieder wurde mit TBS-N gewaschen. Die Detektionslo¨sung wurde entspre-
chend den Anweisungen der Firma Amersham hergestellt und fu¨r 1 min auf
dem blot gelassen, dann wurde der blot in Folie eingeschlagen und auf Film
gelegt. Nach unterschiedlichen Expositionszeiten wurde der Film entwickelt.
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2.2.5.7 ”Strippen” Der blot wurde mit 10 ml stripping buffer (62,5 mM
Tris-HCl, pH 6,7) und 78 µl Mercaptoethanol fu¨r 20 min bei 80 ◦C inkubiert.
Danach wurde er mit TBS-N gewaschen.
2.2.6 Durchflusszytometrische Methoden
2.2.6.1 Durchflusszytometrie Die Zellen wurden auf den 6-well-Platten
zweimal mit kaltem PBS gewaschen und dann fu¨r 5-10 min mit PBS/EDTA
(20 µl 0,5 M EDTA/ml PBS) inkubiert. Danach wurden die Zellen abge-
spu¨lt und in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Nach 5 min Zentrifugieren in der
5 ◦C kalten Zentrifuge wurde der U¨berstand abgegossen und die Zellen in
100 µl FACS-Puffer (PBS mit 5 % FCS, 0,1 % Na-Azid) mit dem Erst-
Antiko¨rper (1:100 verdu¨nnt) resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin fu¨r
30 min bei 4 ◦C im Dunkeln mit dem Erst-Antiko¨rper inkubiert, dann mit
3 ml FACS-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Wieder wurde der
U¨berstand abgegossen und mit 100 µl Zweit-Antiko¨rper (1:100 verdu¨nnt) in
FACS-Puffer resuspendiert. Nach 20 min Inkubation bei 4 ◦C wurde wieder
mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 600 µl FACS-Puffer
resuspendiert.
2.2.6.2 Auswertung der FACS-Daten Die mit dem FACSCalibur ge-
wonnenen Daten wurden mittels Win-MDI 2.8 in einen Dotplot umgewan-
delt. Mit Hilfe eines von Dr. rer. nat. Kevin Dolan (Medizinisches Forschuns-
zentrum Ju¨lich) geschriebenen Programmes wurden die x und y Koordina-
ten, die jeweils den gemessenen Fluoreszenzwerten entsprechen, extrahiert
und in eine Tabelle umgewandelt, die in Microsoft Excel bearbeitet werden
konnte. Außerdem berechnete das Programm automatisch den Modalwert
der Daten. In Microsoft Excel wurden die Datenkolumnen jeweils durch den
Modalwert geteilt, um die jeweiligen Absolutwerte vergleichen zu ko¨nnen.
Um innerhalb einer Messung die transfizierten Zellen von den nicht trans-
fizierten zu unterscheiden, wurden untransfizierte Zellen gemessen, und die
Fluoreszenz festgelegt, unter der 99 % der Zellen lagen. Dieser Fluoreszen-
zwert diente nun als Schwelle fu¨r die anderen Messungen. Aus den Werten,
die oberhalb dieser Schwelle lagen, wurde der Median gewa¨hlt, um einen
stabilen Parameter zu haben. Aus den verschiedenen Medianen, die sich bei
den fu¨nf Wiederholungen einer Messung ergaben, wurde der Mittelwert und
die Standardabweichung gebildet, die dann in den Diagrammen abgebildet
wurden. Zur besseren Anschaulichkeit der Daten wurden oft alle Werte vor-
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her nochmals durch den Mittelwert der Kontrolle (”nicht-bindendes Jak1”)
geteilt und mit 100 multipliziert, so dass jetzt die Kontrolle 100 % entsprach.
2.2.6.3 Messung der Protein-Halblebenszeit mittels Cycloheximid
Die Zellen wurden mit 50 µg Cycloheximid/ml Medium fu¨r unterschiedlich
lange Zeiten (150 min, 120 min, 90 min, 60 min, 30 min) inkubiert. Die 30-
minu¨tige Inkubation wurde dann als Zeitpunkt 0 gesetzt, weil man zu diesem
Zeitpunkt davon ausgehen kann, dass die letzten synthetisierten Rezeptoren
noch an die Oberfla¨che gelangt sind. Nach Ablauf der Inkubationszeiten
wurde, wie oben unter 2.2.6.1 beschrieben, mittels Durchflusszytometrie die
Oberfla¨chenfluoreszenz der Zellen bestimmt.
3 Ergebnisse
Giese et al. (2003) hatten in FRAP-Experimenten zeigen ko¨nnen, dass ein
eYFP (enhanced yellow fluorescent protein)-markiertes Jak1 dasselbe Diffu-
sionsverhalten aufweist wie ein eCFP (enhanced cyan fluorescent protein)-
markiertes gp130. Es konnte hierbei jedoch nicht ausgeschlossen werden,
ob es sich bei dieser Beobachtung um einen Effekt handelte, der auf der
Autophosphorylierung und einer eventuell daraus resultierenden Aggregati-
on der Jak1-Moleku¨le beruht. Um dies zu u¨berpru¨fen, sollten die Experi-
mente mit einer Kinase-defizienten eYFP-markierten Jak1 (Jak1KE-eYFP)
durchgefu¨hrt werden, bei der es auch bei starker U¨berexpression keine Auto-
phosphorylierung und somit auch vermutlich weniger Aggregation der Jak1-
Moleku¨le gibt. Bei dieser Jak1-Mutante ist das Lysin 907 in der Tyrosin-
Kinase-Doma¨ne JH1 durch Glutamat ersetzt. Dadurch wird das aktive Zen-
trum so stark beeintra¨chtigt, dass diese Mutante keine Tyrosikinaseaktivita¨t
mehr zeigt (Briscoe et al., 1996).
3.1 Biochemische Charakterisierung von Jak1KE-eYFP
Um zu zeigen, dass bei Jak1KE-eYFP die Bindungsfa¨higkeit an gp130 nicht
beeintra¨chtigt ist, wurde gp130-eCFP entweder mit Jak1nb-eYFP (non-
binding; Mutante, die aufgrund einer Mutation in der FERM-Doma¨ne nicht
mehr an gp130 binden kann), Jak1KE-eYFP oder Jak1wt-eYFP in Cos7-
Zellen co-exprimiert und eine Co-Immunopra¨zipitation durchgefu¨hrt. Mit-
tels Brij-Puffer wurden die Zellen lysiert und gp130-eCFP wurde pra¨zipi-
tiert.
Wie man in Abbildung 5A erkennen kann, wurden wie erwartet Jak1KE-
eYFP und Jak1wt-eYFPmit gp130-eCFPmitpra¨zipitiert, wa¨hrend bei Jak1nb-
eYFP keine Bande zu sehen ist.
Auch der Phosphorylierungsgrad nach Expression in Cos7-Zellen wurde u¨ber-
pru¨ft. Fu¨r Jak1wt-eYFP zeigte sich im Phosphotyrosin-Blot eine deutliche
Bande (Abbildung 5B). Diese Bande ist ohne vorherige Stimulation entstan-
den; es handelt sich also wahrscheinlich um eine Autophosphorylierung auf-
grund der U¨berexpression. Fu¨r Jak1KE-eYFP entsteht dagegen keine solche
Bande. Dies la¨sst vermuten, dass Jak1KE-eYFP auch bei starker U¨berex-
pression nicht durch Autoaktivierung hyperphosphoryliert vorliegt. Dieser
Befund stellt eine wichtige Kontrolle fu¨r die nachfolgenden Experimente
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Abbildung 5: Biochemische Charakterisierung von Jak1KE-eYFP
Jak1nb-eYFP, Jak1wt-eYFP oder Jak1KE-eYFP wurden mit gp130-eCFP transient in
Cos-Zellen exprimiert und die Zellen 48 h nach Transfektion geerntet.
A: Ein Teil der Zellen wurde mittels Brij-Puffer lysiert, und gp130-eCFP mit Hilfe des
BP4-Antiko¨rpers pra¨zipitiert. Nach gel-elektrophoretischer Auftrennung wurden die ange-
gebenen Proteine mit Hilfe HRP-konjugierter Zweitantiko¨rper imWestern-Blot detektiert.
B: Ein weiterer Teil der Zellen wurde ebenfalls mit Brij-Puffer lysiert und mit einem An-
tiko¨rper gegen Jak1 inkubiert. Mit Leervektor transfizierte Zellen dienten als Kontrolle
(erste Spur). Die pra¨zipitierten Proteine wurden gel-elektrophoretisch aufgetrennt und im
Western-Blot mit Antiko¨rpern gegen Phosphotyrosin, Jak1 und GFP (die aber auch YFP
erkennen) detektiert. Die hier gezeigten Abbildungen sind repra¨sentativ fu¨r vier verschie-
dene Transfektionen.
dar.
3.2 Einfluss der Fluoreszenzintensita¨t auf die Halbwertszeit
der Fluoreszenzwiederkehr und die mobile Fraktion
Cos7-Zellen wurden mit gp130-eCFP und Jak1KE-eYFP co-transfiziert. 48
h nach Transfektion wurde die Fluoreszenzwiederkehr nach dem Bleichen
bestimmt und die Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr von Jak1KE-
eYFP und die mobile Fraktion errechnet.
In Abbildung 6A ist die Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr fu¨r
10 verschiedene analysierte Zellen gegen die Zellnummer aufgetragen. Die
Abbildung 6B zeigt die mobile Fraktion der unterschiedlichen Zellen. Alle
Zellen weisen mobile Fraktionen in derselben Gro¨ßenordnung (ca. 80 %) auf.
Da es mo¨glich wa¨re, dass die Fluoreszenzintensita¨t einen Einfluss auf die ge-
messene Halbwertszeit hat, wurde die Halbwertszeit in Abha¨ngigkeit von der
Fluoreszenzintensita¨t aufgetragen (Abbildung 6C). Ha¨tte die Fluoreszenzin-
tensita¨t einen Einfluss, so mu¨sste mit steigender Intensita¨t die Halbwertszeit
stetig zu- oder abnehmen. Dies scheint nicht der Fall zu sein, insbesondere,
wenn man die Fehlerbalken mit in Betracht zieht.
Abbildung 6D zeigt eine a¨hnliche Auftragung fu¨r die mobile Fraktion in
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Abbildung 6: Kein Einfluß der Fluoreszenzintensita¨t einer Zelle auf die Halb-
wertszeit und die Gro¨ße der mobile Fraktion
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130-eCFP und Jak1KE-eYFP transi-
ent transfiziert und nach 48 h mittels FRAP gemessen.
A: Die Halbwertszeiten der Fluoreszenzwiederkehr wurden fu¨r die gemessenen Zellen auf-
getragen.
B: Abgebildet sind die mobilen Fraktionen der gemessenen Zellen.
C: Die Halbwertszeiten der Fluoreszenzwiederkehr fu¨r die gemessenen Zellen wurden in
Abha¨ngigkeit von der Fluoreszenzintensita¨t der korrespondierenden Zelle aufgetragen.
D: Von den gemessenen Zellen sind die mobile Fraktionen in Abha¨ngigkeit von der Fluo-
reszenzintensita¨t der korrespondierenden Zelle zu sehen. Die Daten wurden mit Zellen aus
insgesamt vier verschiedenen Transfektionen generiert.
Abha¨ngigkeit von der Fluoreszenzintensita¨t. Auch hier zeigt sich keine Kor-
relation; es gibt weder eine steigende noch eine fallende Tendenz mit stei-
gender Fluoreszensintensita¨t.
Insgesamt stellen diese Ergebnisse eine wichtige Kontrolle fu¨r die folgenden
Messungen dar, da aus den Ergebnissen geschlossen werden kann, dass ei-
ne steigende Fluoreszensintensita¨t keinen Einfluss auf die Halbwertszeit der
Fluoreszenzwiederkehr oder die mobile Fraktion ausu¨bt.
3.3 A¨hnliche FRAP-Halbwertszeiten von Jak1KE-eYFP, Jak1-
eYFP und gp130-eYFP
Es waren schon fru¨her FRAP-Experimente von Bernd Giese durchgefu¨hrt
worden, bei denen stets Jak1wt-eYFP benutzt wurde. Um ein U¨berexpressions-
Artefakt aufgrund von Hyperphosphorylierung des Jak1-Wildtyps auszu-
schließen, wurden die FRAP-Experimente auch mit der Kinase-defizienten
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Jak1KE durchgefu¨hrt. Der Vorteil dieser Mutante ist ja, dass sie auch bei
starker U¨berexpression nicht hyperphosphoryliert wird.
Abbildung 7: Die FRAP-Halbwertszeit von Jak1KE-eYFP im Vergleich zur
Halbwertszeit von gp130
Die, wie in der Legende zu Abbildung 6 beschrieben Daten zur Halbwertszeit wurden
mit den bereits vorher von Bernd Giese gesammelten Daten aufgetragen, bei denen (von
links nach rechts) entweder gp130-eYFP mit gp130-eCFP, gp130-eYFP mit Jak1-eCFP
oder Jak1-eYFP mit gp130-eCFP unter denselben hier beschriebenen Bedingungen co-
exprimiert wurde. Der gepunktete Balken rechts zeigt die Halbwertszeit von Jak1KE-eYFP
in Anwesenheit von gp130-eCFP.
In Abbildung 7 sind die mit Jak1KE-eYFP gesammelten Daten zusam-
men mit den von Bernd Giese erzielten Resultaten aufgetragen. Die lin-
ken zwei Balken in Abbildung 7 repra¨sentieren die FRAP-Halbwertszeit
von gp130-eYFP bei Co-Expression von gp130-eCFP (gestreift) oder Jak1-
eCFP (schwarz). Aus der A¨hnlichkeit der jeweiligen FRAP-Halbwertszeiten
kann man schließen, dass die Co-Expression von Jak1 keinen Einfluss auf die
FRAP-Halbwertszeit von gp130-eYFP hat. Interessanterweise gibt es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Halbwertszeiten von gp130-eYFP,
Jak1wt-eYFP (kariert) und Jak1KE-eYFP (gepunktet) an der Membran.
Dies bedeutet einerseits, dass die Kinase-Aktivita¨t von Jak1 keinen Einfluss
auf die Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr von gp130 hat, anderseits
legt es den Schluss nahe, dass die Assoziation zwischen Jak1 und gp130 sehr
stark ist, und es nicht zu einem stetigen Austausch mit Jak1 in einem zyto-
plasmatischen Jak1-Pool kommt, da sonst die Diffusionsgeschwindigkeit von
Jak1 deutlich ho¨her sein mu¨sste als von gp130.
Die Kinase-defiziente Jak1 besta¨tigt somit die mit Jak1wt erhaltenen Resul-
tate, d.h. die A¨hnlichkeit der FRAP-Halbwertszeiten von gp130-eYFP und
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Jak1wt-eYFP beruhen wahrscheinlich nicht auf einem Phosphorylierungs-
Artefakt.
3.4 Sta¨rkere Fa¨rbung der Zellmembran durch gp130-eCFP
bei Co-Expression von Jak1KE-eYFP im Vergleich zur
Co-Expression mit Jak1nb
Bei den FRAP-Messungen fiel auf, dass bei einem Teil der untersuchten
Zellen, in denen Jak1KE-eYFP mit gp130-eCFP co-exprimiert wurden, die
Membranfa¨rbung des Rezeptors deutlich sta¨rker war als bei Zellen, in denen
Jak1nb-eYFP co-transfiziert worden war (Abbildung 8B).
Abbildung 8: Beispiele fu¨r die mittels Fluoreszenzmikroskopie analysierten
Zellen
Jak1nb-eYFP oder Jak1KE-eYFP wurden mit gp130-eCFP in Cos7-Zellen exprimiert und
die Zellen nach 48 h nach Anregung mit dem Laser unter dem Fluoreszenz-Mikroskop be-
trachtet.
A: Die Abbildung zeigt eine Jak1nb-eYFP und gp130-eCFP exprimierende Einzelzelle.
Demonstriert sind die CFP-Fluoreszenz, die YFP-Fluoreszenz und die U¨berlagerung bei-
der Kana¨le.
B: Dargestellt ist die CFP-Fluoreszenz, die YFP-Fluoreszenz und eine U¨berlagerung bei-
der Fluoreszenzen fu¨r eine mit Jak1KE-eYFP und gp130-eCFP transfizierten Zelle.
Fu¨r verschiedene Zytokinrezeptoren (EPO-Rezeptor, IFNAR, OSM-Rezeptor)
ist ein Einfluss von Januskinasen auf die Oberfla¨chenexpression beschrie-
ben worden. Im Falle des EPO-Rezeptors beeinflusst Jak2 die Oberfla¨chen-
expression, beim IFNAR Tyk2, und der OSM-Rezeptor kann durch Jak1
in seiner Oberfla¨chenexpression beeinflusst werden. In diesem Zusammen-
hang erscheint die Beobachtung, dass gp130-eCFP bei Co-Expression von
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Jak1KE-eYFP sta¨rker an der Oberfla¨che exprimiert wird, als eine wichtige
Beobachtung.
3.5 Auswertung der Daten mittels Durchflusszytometrie
Ein Problem bei der Fluoreszenzmikroskopie ist, dass man einzelne Zellen
beobachtet, dass aber gleichezeitig die Anzahl an Zellen fu¨r eine gute stati-
stische Auswertung zu gering ist. Die Durchflusszytometrie bietet eine gute
Mo¨glichkeit, viele Zellen bezu¨glich einer bestimmten Eigenschaft zu untersu-
chen. Daher wurde die Oberfla¨chenexpression von gp130 in Cos7-Zellen zwei
Tage nach Transfektion mit gp130- und Jak1- bzw. Jak1nb-cDNAs (Nega-
tivkontrolle) untersucht. Es ergaben sich jedoch dabei einige Probleme:
• Cos7-Zellen exprimieren endogenes gp130 auf der Oberfla¨che, welches
ebenfalls durch den anti-gp130-Antiko¨rper erkannt wird, obwohl ja ei-
gentlich nur die transfizierten Zellen beurteilt werden sollen.
• Die Fluoreszenzintensita¨ten schwanken zwischen den verschiedenen
Experimenten, wodurch es schwierig wird, die absoluten Werte zu ver-
gleichen.
Um diese Probleme zu umgehen, wurde mit Hilfe von Dr. Dolan (Medizini-
sches Forschungszentrum Ju¨lich) die folgende Auswertmethode entwickelt:
Es wurde ein Histogramm aufgenommen, das die Ha¨ufigkeit der ver-
schiedenen Fluoreszenzen in einer Zellpopulation von 10.000 Zellen aufzeigt.
Dieses Histogramm wurde so umgewandelt, dass die Fluoreszenzwerte als
Excel-Tabelle dargestellt werden konnten. Bei dieser Umwandlung errechne-
te das fu¨r die Umwandlung genutzte Programm zusa¨tzlich automatisch den
Modalwert. Der Modalwert entspricht der Fluoreszenz, die am ha¨ufigsten
bei dieser Messung vorkam. Um eine Normalisierung zu erreichen, wurden
alle Messwerte durch den Modalwert geteilt. Somit ko¨nnen die Werte unter-
schiedlicher Messungen auch in ihren Absolutwerten miteinander verglichen
werden. In Abbildung 9A sind die verschiedenen Schritte anhand von Hi-
stogrammen gezeigt. Die obere Reihe entspricht untransfizierten Zellen, die
mittlere stellt Zellen dar, die mit Jak1nb- und gp130- kodierenden Plasmiden
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Abbildung 9: Auswertung der in der Durchflusszytometrie ermittelten Daten
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130 und Jak1nb oder Jak1wt transfi-
ziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
A: Der Nachweis des an der Zelloberfla¨che exprimierten gp130 erfolgte mit Hilfe eines
Antiko¨rpers gegen den extrazellula¨ren Bereich von gp130, der wiederum mit einem PE-
markierten Zweitantiko¨rpers in der Durchflusszytometrie detektiert werden konnte. Das
oberste graue Histogramm zeigt untransfizierte Cos7-Zellen. Das daru¨ber gelegte offene
Histogramm entspricht nur mit Zweitantiko¨rper inkubierten Zellen. Das zweite und dritte
Histogramm der ersten Spalte zeigt die transfizierten Zellen. Um die Werte verschiedener
unabha¨ngiger Versuche vergleichen zu ko¨nnen, wurde mit Hilfe des Modalwerts (blauer
Pfeil) normalisiert. Als transfiziert wurden die Zellen definiert, deren Fluoreszenz ober-
halb der 1 %-Grenze der untransfizierten Zellen lag (durch den roten Kasten markiert).
Von diesen Zellen wurde der Medianwert gebildet (gru¨ner Pfeil). Dieser Medianwert wurde
in einem Diagramm dargestellt. Aus fu¨nf unabha¨ngigen Experimenten (wobei innerhalb
eines Experimentes fu¨nf verschiedene Messungen durchgefu¨hrt wurden) wurden dann der
Mittelwert der Mediane und die jeweilige Standardabweichung gebildet.
B: Zur besseren Veranschaulichung wurde der Wert fu¨r gp130 mit Jak1nb auf 100 % ge-
setzt.
Ein Teil der geernteten Zellen wurde lysiert und zur Kontrolle der Gesamtexpression mit-
tels Gelelektrophorese und Western-Blot mit Antiko¨rpern gegen gp130 und Jak1 und
HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern detektiert. Außerdem wurde ein Teil des Zelllysates
fu¨r eine Immunopra¨zipitation genutzt, indem die Zelllysate mit einem Antiko¨rper gegen
gp130 inkubiert wurden, bevor sie gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Transfer
auf eine PVDF-Membran mit unterschiedlichen Antiko¨rpern detektiert wurden, um das
Bindungsverhalten von gp130 und Jak1 zu analysieren.
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transfiziert wurden, die untere Reihe sind die Histogramme der mit Jak1wt-
und gp130-Vektoren transfizierten Zellen.
Der blaue Pfeil zeigt jeweils den Modalwert, durch den geteilt wurde, so
dass sich durch diese Normalisierung zwar nicht die Form der Kurve a¨ndert,
aber die Skalenwerte: Dem Modalwert entspricht dann jeweils der Wert 100.
Die transfizierten Zellen werden mittels eines Schwellenwertes ermittelt: Es
wurden zuerst die untransfizierten Zellen gemessen und der Fluoreszenzwert
ermittelt, u¨ber dem nur 1% der Zellen zu finden war. Dieser Fluoreszenz-
wert diente als Schwelle fu¨r die Messungen der Proben. In Abbildung 9A ist
dies jeweils durch einen roten Kasten markiert. Der Anteil der Zellen ober-
halb des Schwellenwertes belief sich auf 15-45 %. Von diesen Zellen, die die
transfizierten Zellen darstellen, wurde jeweils der Median bestimmt, d.h. der
Fluoreszenzwert, unter dem 50 % der Zellen liegen. Der Grund hierfu¨r lag
darin, dass der Mittelwert wesentlich sta¨rkeren Schwankungen unterworfen
ist als der Median, speziell, da es sich hier um keine Gauß-Verteilung han-
delt, und da sich die Werte u¨ber mehrere Zehnerpotenzen erstrecken.
In Abbildung 9A sind diese Werte nun aus einer Messung in ein Balkendia-
gramm eingetragen. Wie man erkennen kann, ist die Oberfla¨chenexpression
bei Co-Transfektion von Jak1 deutlich ho¨her als die von Jak1nb. Da die
normalisierten Absolutwerte jedoch nicht sehr anschaulich sind, wurde im
weiteren Verlauf der Wert von Jak1nb auf 100 gesetzt, so dass man direkt
die Steigerung durch die Co-Expression von Jak1 sehen kann. Zur besseren
Veranschaulichung wurde dementsprechend im Weiteren immer diese Dar-
stellungsweise genutzt. Es ist jedoch nicht mo¨glich, eine genaue prozentuale
Steigerung der Oberfla¨chenexpression anzugeben, da keine Eichkurve zur
Korrelation der Fluoreszenz mit der Rezeptormenge existiert.
Da jede Probe fu¨nf Mal gemessen wurde und jede Transfektion fu¨nf Mal
durchgefu¨hrt wurde, ergaben sich pro Balken in einem Balkendiagramm 25
Werte, deren Streuung im letzten Diagramm von Abbildung 9A und in Ab-
bildung 9B durch die Fehlerbalken angegeben ist. Die Abbildung 9B zeigt,
dass die Oberfla¨chenexpression von gp130 bei Co-Expression von Jak1 signi-
fikant ho¨her ist, als wenn Jak1nb co-exprimiert wurde. Betrachtet man die
Immunopra¨zipitation in Abbildung 9B, die zur Kontrolle durchgefu¨hrt wur-
de, so fa¨llt auf, dass in der Tat nur Jak1 mit gp130 co-pra¨zipitiert werden
kann, wa¨hrend bei Jak1nb keine Bande zu sehen ist. Der Lysatblot zeigt,
dass kein großer Unterschied in der Gesamtexpression an gp130 besteht und
auch die Januskinasen gleich stark exprimiert sind.
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Man kann also anhand dieser Auswertungsmethode zeigen, dass die Ober-
fla¨chenexpression von gp130 durch Co-Expression von Jak1wt gesteigert
werden kann, auch wenn die Gesamtexpression von gp130 gleich bleibt.
3.6 Steigerung der gp130-Oberfla¨chenexpression durch die
Januskinasen Jak1, Jak2 und Tyk2, nicht jedoch durch
Jak3
Nachdem gezeigt worden war, dass gp130 durch Jak1 in seiner Oberfla¨chen-
expression beeinflusst werden kann, ging es darum, die anderen Januskina-
sen zu u¨berpru¨fen. Hierzu wurden die jeweiligen Januskinasen zusammen
mit gp130 in Cos7-Zellen exprimiert, die dann in der Durchflusszytometrie
analysiert wurden.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 10A gezeigt: Die Januskinasen Jak1,
Jak2 und Tyk2 zeigen eine signifikante Hochregulation der Oberfla¨chenex-
pression von gp130, wa¨hrend Jak3 im Vergleich zur Negativkontrolle Jak1nb
keinen Effekt zeigt. Zu beachten ist auch, dass Jak2 einen etwas geringeren
Effekt auf die Oberfla¨chenexpression hat als Jak1 und Tyk2.
In Abbildung 10B sieht man eine Co-Immunopra¨zipitation, bei der gp130
pra¨zipitiert wurde. Es konnten sowohl Jak1, Jak2 und Tyk2 als auch Jak3
mitpra¨zipitiert werden. Daraus kann man schließen, dass Jak3 an gp130 bin-
den kann, auch wenn es nicht die Oberfla¨chenexpression versta¨rkt.
Außerdem sind die Detektionen mit des Lysatblots mit verschiedenen An-
tiko¨rpern abgebildet. Man kann sagen, dass alle Januskinasen exprimiert
wurden, da jedoch mit verschiedenen Antiko¨rpern detektiert wurde, ist eine
quantitative Aussage nicht mo¨glich.
Gp130 kann also durch Jak1, Jak2 und Tyk2, nicht jedoch durch Jak3 in
seiner Oberfla¨chenexpression gesteigert werden, auch wenn Jak3 ebenfalls
mit gp130 pra¨zipitiert werden kann.
3.7 Ein gp130-Konstrukt, dessen zytoplasmatischer Teil de-
letiert ist, wird bei Co-Expression von Jak1 nicht mehr
versta¨rkt auf der Plasmamembran exprimiert
Nachdem gezeigt wurde, dass die Co-Transfektion von Jak1 die Oberfla¨chen-
expression von gp130 steigert, sollte die hierfu¨r verantwortliche Region von
gp130 na¨her analysiert werden.
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Abbildung 10: Analyse der Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression von
gp130 durch verschiedene Januskinasen
gp130 wurde mit Jak1nb, Jak1wt, Jak2, Jak3 oder Tyk2 in Cos7-Zellen exprimiert. Nach
48 h wurden die Zellen geerntet.
A: Ein Teil der Zellen wurde mit einem gegen den extrazellula¨ren Teil von gp130 ge-
richteten Antiko¨rper, mit einem PE-markierten Zweitantiko¨rper inkubiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die erhaltenen Werte wurden, wie in Abbildung 9 be-
schrieben, ausgewertet und in dem Diagramm dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus
fu¨nf unabha¨ngigen Experimenten.
B: Ein Teil der Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert, und eine Immunpra¨zipitation gegen
gp130 wurde durchgefu¨hrt. Die Pra¨zipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Rezeptoren bzw. die co-pra¨zipitierten Proteine
wurden mit den jeweiligen Antiko¨rpern und HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern detek-
tiert.
Zur U¨berpru¨fung der Spezifita¨t des Effektes wurde ein gp130-Konstrukt
in Cos7-Zellen exprimiert, dem der zytoplasmatische Teil fehlt. An dieses
Konstrukt kann Jak1 nicht mehr binden, da auch die hierfu¨r zusta¨ndige
Box1-Box2-Region deletiert ist. Wie man aus den Daten der Durchflusszy-
tometrie in Abbildung 11A erkennen kann, wird dieses Konstrukt nicht mehr
durch Jak1 hochreguliert. Es wird jedoch insgesamt wesentlich besser an der
Oberfla¨che exprimiert als gp130 (nicht gezeigt).
In der Co-Immunopra¨zipitation in Abbildung 11B kann man sehen, dass
Jak1 nicht mehr mit gp130∆cyt co-pra¨zipitiert werden kann. Der Gro¨ßen-
unterschied zwischen gp130 und gp130∆cyt ist auch deutlich sichtbar. Der
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Abbildung 11: Vergleich eines im zytoplasmatischen Teil deletierten Rezep-
torkonstruktes mit gp130wt
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130 oder gp130∆cyt und entweder
Jak1nb oder Jak1wt transfiziert. 48 h spa¨ter wurden die Zellen geerntet.
A: Mit Hilfe des gegen den extrazellula¨ren Teil von gp130 gerichteten Antiko¨rpers und
eines PE-markierten Zweitantiko¨rpers wurde die Oberfla¨chenexpression von gp130 u¨ber-
pru¨ft. Die Daten wurden, wie in der Legende zu Abbildung 9 beschrieben, analysiert und
im Diagramm aufgetragen. Da die Gesamtexpression bei gp130∆cyt wesentlich sta¨rker
war, wurde jeweils auf den Jak1nb-Wert normiert und die Balken im Diagramm durch die
Linie getrennt.
B: Die Co-Immunopra¨zipitation wurde durchgefu¨hrt, wie in der Legende zu Abbildung 10
beschrieben.
Lysatblot demonstriert, dass gp130∆cyt auch besser exprimiert wird als
gp130. Man kann also davon ausgehen, dass der Effekt, den Jak1 auf die
Oberfla¨chenexpression von gp130 ausu¨bt, den zytoplasmatischen Teil von
gp130 beno¨tigt.
3.8 Keine Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression durch Jak1
nach Deletion der Box1-Region von gp130
Da es mo¨glich sein ko¨nnte, dass die bloße Anwesenheit von Jak1 in der Zel-
le ausreicht, um die Oberfla¨chenexpression von gp130 zu beeinflussen, z.B.
durch die Phosphorylierung anderer Proteine, wurde ein Konstrukt genutzt,
bei dem die Box1-Region deletiert ist. Da Jak1 an die Box1-Region von
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gp130 bindet, sollte es an das ∆Box1-Konstrukt nicht mehr binden ko¨nnen,
wodurch man die Wichtigkeit der Bindung fu¨r die Hochregulation beurtei-
len kann. Zur U¨berpru¨fung wurden Cos7-Zellen mit cDNAs fu¨r gp130 oder
gp130∆Box1 zusammen mit cDNAs fu¨r Jak1nb oder Jak1wt transfiziert.
Abbildung 12: Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression eines Rezeptorkon-
struktes, dessen Box1-Region deletiert ist
Gp130wt und gp130∆Box1 wurden mit Jak1nb oder Jak1wt in Cos7-Zellen co-exprimiert.
Nach 48 h wurden die Zellen geerntet.
A: Die Oberfla¨chenexpression von gp130 wurde, wie in der Legende zu Abbildung 10 be-
schrieben, mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. In diesem Fall wurde der Wert
fu¨r gp130wt und Jak1nb auf 100 % festgesetzt.
B: Von einem Teil der Zellen wurden Brij-Lysate hergestellt und eine Co-Immunopra¨zipi-
tation wie in der Legende zu Abbildung 10 beschrieben durchfu¨hrt.
In Abbildung 12A ist zu sehen, dass gp130∆Box1 nicht mehr signifi-
kant durch Jak1 in seiner Oberfla¨chenexpression beeinflusst werden kann.
Vergleicht man die Oberfla¨chenexpression von gp130 und gp130∆Box1 mit-
einander, wenn Jak1nb transfiziert ist, so fa¨llt auf, dass gp130∆Box1 sogar
etwas schwa¨cher exprimiert zu werden scheint als der Wildtyp. Dieser Effekt
ist jedoch nicht signifikant.
Abbildung 12B zeigt, dass Jak1 wie erwartet nicht mit gp130∆Box1 co-
pra¨zipitiert werden kann. Bei den Lysatbanden kann man sehen, dass gp130
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und gp130∆Box1 gleich stark exprimiert werden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass Jak1 die Oberfla¨chenexpression
von gp130 nicht mehr beeinflussen kann, wenn durch Deletion der Box1 die
Bindung von Jak1 gesto¨rt ist.
3.9 Die Kinase-Aktivita¨t ist keine Voraussetzung fu¨r die Hoch-
regulation von gp130 an der Zelloberfla¨che
Da Jak1 eine Tyrosin-Kinase ist, war es wichtig herauszufinden, ob die enzy-
matische Aktivita¨t fu¨r die Regulation der Oberfla¨chenexpression von gp130
notwendig ist. Um dies zu testen, wurde ein Konstrukt, bei dem in der
Kinase-Doma¨ne das Lysin 907 zu Glutamat mutiert ist, in Cos7-Zellen zu-
sammen mit gp130 exprimiert.
Abbildung 13: Regulation der Oberfla¨chenexpression von gp130 durch eine
Kinase-defiziente Jak1
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130 und Jak1nb, Jak1wt oder Jak1KE
transfiziert und nach 48 h geerntet.
A: Mittels eines gegen den extrazellula¨ren Teil von gp130 gerichteten Antiko¨rpers und
eines PE-markierten Zweitantiko¨rpers wurde die Oberfla¨chenexpression von gp130 in der
FACS-Analyse dargestellt. Die Auswertung der Daten erfolgte, wie in der Legende zu Ab-
bildung 9 beschrieben.
B: Fu¨r die Bindungsstudien wurden Zelllysate in Brij-Lysispuffer hergestellt. Gp130 wurde
pra¨zipitiert, die Pra¨zipitate gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Gp130 und die co-pra¨zipitierten Proteine wurden mit den jeweiligen An-
tiko¨rpern und HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern detektiert.
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Von dieser Mutante war gezeigt worden, dass sie keine Tyrosin-Kinase-
Aktivita¨t mehr besitzt. Außerdem war dieses Konstrukt eine gute Kontrolle,
um ein Artefakt durch Hyperphosphorylierung auszuschließen, da Jak1 KE
auch bei U¨berexpression nicht hyperphosphoryliert vorliegt (siehe auch Ab-
bildung 6B, obwohl dabei ein YFP-Konstrukt genutzt wurde).
Interessanterweise zeigt sich jedoch in Abbildung 13A, dass die Kinase-
negative Mutante dieselbe Hochregulation von gp130 wie der Jak1-Wildtyp
aufweist. In einigen Experimenten war die Oberfla¨chenexpression sogar deut-
lich ho¨her als bei Co-Expression von gp130 mit Jak1wt. Abbildung 13B
zeigt die zugeho¨rigen Co-Immunopra¨zipitationen. Aus ihnen geht hervor,
dass Jak1KE genausogut mit gp130 co-pra¨zipitiert werden kann wie Jak1wt.
Als Negativkontrolle diente wieder das nicht bindende Jak1.
Die Kinase-Aktivita¨t von Jak1 scheint also weder die Bindung an gp130
noch die Steigerung der Oberfla¨chenexpression von gp130 durch Jak1 zu
beeinflussen.
3.10 Gp130, das c-terminal der Box2-Region deletiert ist,
wird von Jak1 nicht mehr in seiner Oberfla¨chenexpres-
sion gesteigert
Durch die bisherigen Experimente war gezeigt worden, dass gp130 durch ver-
schiedene Januskinasen in seiner Oberfla¨chenexpression positiv beeinflusst
werden kann und dies zwar von der Bindung, aber nicht von der Kinase-
Aktivita¨t der Januskinase abha¨ngig ist.
Es galt nun zu u¨berpru¨fen, welcher Mechanismus auf Seiten des gp130
fu¨r die Jak1-vermittelte A¨nderung der Oberfla¨chenexpression verantwort-
lich sein ko¨nnte. Eine Mo¨glichkeit wa¨re, dass analog zum OSM-Rezeptor
ein negatives Signal in der Region zwischen Box1 und Box2 vorhanden ist
(Radtke et al., 2002). Um dies zu testen, wurde zusammen mit Jak1nb oder
Jak1wt ein gp130-Konstrukt in Cos7-Zellen exprimiert, das nach der Box2
deletiert ist. Wenn in diesem Konstrukt das negative Signal noch vorhanden
ist, mu¨sste seine Oberfla¨chenexpression noch durch Jak1 reguliert werden.
Abbildung 14A zeigt jedoch, dass dieses gp130Box1/2 Konstrukt nicht mehr
signifikant von Jak1 in seiner Oberfla¨chenexpression beeinflusst wird. Au-
ßerdem ist die Oberfla¨chenexpression insgesamt viel sta¨rker (nicht gezeigt).
Dies spricht dafu¨r, dass die Box1/2 Region kein negatives regulatorisches
Signal entha¨lt.
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Abbildung 14: Vergleich eines nach der Box2 deletierten gp130-Konstruktes
mit dem Wildtyp in Hinsicht auf die Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression
durch Jak1
Jak1 wurde mit gp130wt oder gp130Box1/2 in Cos7-Zellen exprimiert. Nach 48 h wurden
die Zellen geerntet.
A: Eine Analyse der Oberfla¨chenexpression wurde durchgefu¨hrt, wie in der Legende zu
Abbildung 11 beschrieben.
B: Die Co-Immunopra¨zipitation wurde, wie in Abbildung 13 beschrieben, durchgefu¨hrt.
In Abbildung 14B kann man sehen, dass dieses Konstrukt deutlich ku¨rzer ist
als gp130-Wildtyp, dass aber die Bindung von Jak1 an gp130Box1/2 nicht
beeintra¨chtigt ist, da Jak1 immer noch mit gp130Box1/2 co-pra¨zipitiert wer-
den kann.
Es ist also zu vermuten, dass die Region zwischen Box1 und Box2 nicht
fu¨r die Steigerung der Oberfla¨chenexpression verantwortlich ist, da ein Kon-
strukt, das nach der Box2-Region deletiert ist, nicht mehr durch Jak1 be-
einflusst werden kann und auch sta¨rker exprimiert wird als der Wildtyp.
3.11 Bedeutung des Dileucin-Motivs im zytoplasmatischen
Teil von gp130 fu¨r die versta¨rkte Oberfla¨chenexpression
Es war zuvor beschrieben worden, dass gp130 einer sta¨ndigen Internalisie-
rung unterliegt, fu¨r die ein Dileucin-Motiv im zytoplasmatischen Teil verant-
wortlich ist (Dittrich et al., 1994). Ein weiterer mo¨glicher Mechanismus des
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Jak1-Effektes auf die Oberfla¨chenexpression wa¨re die Beeinflussung dieser
Internalisierung oder des recyclings.
Abbildung 15: Einfluss von Jak1 auf ein gp130-Konstrukt, dessen Dileucin-
motiv durch Alanin ersetzt wurde
In Cos7-Zellen wurden gp130wt oder gp130AA und Jak1nb oder Jak1wt mit den entspre-
chenden Expressionsvektoren exprimiert und 48 h nach Transfektion geerntet.
A: Die Oberfla¨chenexpression von gp130 wurde, wie in Abbildung 11 beschrieben, ana-
lysiert.
B: Ein Teil der Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert und eine Co-Immunopra¨zipitation
durchgefu¨hrt, wie in der Legende zu Abbildung 13 beschrieben.
Dies wurde mit Hilfe eins Konstruktes u¨berpru¨ft, bei dem das Dileucin-
Motiv von gp130 zu Alanin-Resten mutiert war. Hierzu wurde jeweils der
gp130-Wildtyp oder das gp130AA mit Jak1nb oder Jak1wt in Cos7-Zellen
exprimiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Es war schon zu-
vor gezeigt worden, dass dieses Konstrukt nicht mehr internalisiert wird
(Dittrich et al., 1995). Abbildung 15A zeigt, dass bei gp130AA keine Jak1-
vermittelte Hochregulation mehr erkennbar ist. Außerdem wird gp130AA,
wie erwartet, viel sta¨rker auf der Oberfla¨che exprimiert als gp130-Wildtyp
(nicht gezeigt). In der Immunopra¨zipitation in Abbildung 15B kann man
erkennen, dass Jak1 auch mit gp130AA co-pra¨zipitiert werden kann; die ver-
gleichbare Intensita¨t der mit gp130wt und gp130AA co-pra¨zipitierten Jak1-
ERGEBNISSE 57
Banden la¨sst vermuten, dass die Bindungsfa¨higkeit nicht beeintra¨chtigt ist.
Jak1 kann dementsprechend mit gp130AA co-pra¨zipitiert werden, aber die
ohnehin sehr starke Oberfla¨chenexpression von gp130AA nicht weiter stei-
gern.
3.12 Die Oberfla¨chenexpression der IL-5Rß/gp130-Chima¨ren
kann durch Jak1 nicht signifikant gesteigert werden
Ein großes Problem bei Experimenten mit gp130 ist, dass gp130 sehr schlecht
im Western-Blot zu detektieren ist. Die Banden sind oftmals sehr schwach
oder nach einem ”Strip”-Vorgang gar nicht mehr sichtbar. Deswegen wur-
den Experimente mit Konstrukten durchgefu¨hrt, die besser zu detektieren
sind. Unter anderem werden im hiesigen Labor Chima¨ren, die den zyto-
plasmatischen Teil von gp130 und den extrazellula¨ren Teil die ß-Kette des
IL-5-Rezeptors enthalten, benutzt. Es wurde deswegen gepru¨ft, ob die Ober-
fla¨chenexpression dieser Chima¨ren durch Jak1 gesteigert werden kann.
Abbildung 16: Oberfla¨chenexpression von gp130 oder IL-5Rß/gp130 bei Co-
Expression von Jak1nb oder wt
gp130 oder IL-5Rß/gp130 wurden zusammen mit Jak1nb oder Jak1wt in Cos7-Zellen co-
exprimiert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.
A: Analog zur Abbildung 11 wurde die Oberfla¨chenexpression von gp130 bzw. IL-5Rß
analysiert.
B: Ein Teil der Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert, und es wurde eine Co-Immunopra¨zi-
pitation mit dem S16-anti-IL-5Rß-Antiko¨rper von Santa Cruz durchgefu¨hrt.
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Hierzu wurden die Chima¨ren mit Jak1wt oder Jak1nb in Cos7-Zellen ex-
primiert. Das Ergebnis der Durchflusszytometrie sieht man in Abbildung 16A:
Die IL-5Rß-Chima¨ren zeigen keinerlei Vera¨nderung der Oberfla¨chenexpres-
sion durch Co-Expression von Jak1, wa¨hrend die Oberfla¨chenexpression von
gp130 im selben Versuch gesteigert wurde. Der Abbildungsteil B zeigt, dass
IL-5Rß jedoch sehr gut exprimiert wurde, was auch in den FACS-Histogrammen
deutlich sichtbar war. Dementsprechend war eine mangelhafte Expression
nicht der Grund fu¨r die fehlende Steigerung der Oberfla¨chenexpression. In
der Co-Immunopra¨zipitation in Abbildung 16B kann man sehen, dass Jak1
auch mit IL-5Rß/gp130 co-pra¨zipitiert werden kann.
Eine IL-5Rß/gp130-Chima¨re kann also Jak1 zwar noch binden, wird in seiner
Oberfla¨chenexpression jedoch nicht von Jak1 beeinflusst.
3.13 Gp130-eGFP kann durch die Januskinasen in seiner
Oberfla¨chenexpression beeinflusst werden
Um gp130 besser detektieren zu ko¨nnen, wurde eine weitere Mo¨glichkeit
hierzu getestet, indem gp130 mit eGFP markiert wurde. Das resultierende
gp130-eGFP-Konstrukt wurde mit Jak1nb oder Jak1wt in Cos7-Zellen co-
exprimiert. Als Kontrolle wurden andere Zellen mit gp130 und Jak1nb oder
Jak1wt transfiziert.
Die durchflusszytometrischen Daten in Abbildung 17A zeigen, dass gp130-
eGFP auch durch Jak1 in seiner Oberfla¨chenexpression gesteigert werden
kann. Die Steigerung ist jedoch nicht ganz so stark wie bei Jak1-Wildtyp.
Der Grund hierfu¨r liegt wahrscheinlich in der Art der Messung: Wenn gp130-
eGFP transfiziert ist, strahlt das eGFP in den PE-Kanal, der eigentlich die
Oberfla¨chenfluoreszenz messen soll und umgekehrt, da die Emissionsspektra
der beiden Fluorophore u¨berlappen. Um dieses Problem zu umgehen, wurde
von der gemessenen Fluoreszenz des einen Kanals jeweils ein fester Prozent-
satz des anderen Kanals abgezogen (beispielsweise: Oberfla¨chenfluoreszenz
- 10%eGFP-Fluoreszenz). Leider wird durch diese Kompensation auch die
Steigerung der Oberfla¨chenepxression von gp130 schlechter darstellbar.
Abbildungsteil 17B zeigt die Co-Immunopra¨zipitation und die Lysatblots.
Man sieht deutlich den Gro¨ßenunterschied zwischen gp130 und gp130-eGFP.
Außerdem scheint die Expression der beiden gleich zu sein, ebenso wie die
Intensita¨t der Banden des co-pra¨zipitierten Jak1.
Gp130-eGFP kann daher Jak1wt binden und wird ebenfalls durch Jak1wt
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Abbildung 17: Analyse der Oberfla¨chenexpression von gp130 und gp130-eGFP
bei Co-Expression von Jak1nb oder Jak1wt
Cos7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fu¨r gp130 und gp130-eGFP transfiziert
und nach 48 h geerntet.
A: Die Oberfla¨chenexpression von gp130 und gp130-eGFP wurde mittels der in Abbil-
dung 11 beschriebenen Methode analysiert.
B: Eine Co-Immunopra¨zipitation wurde mit einem Teil der Zellen, wie in Abbildung 13
beschrieben, durchgefu¨hrt.
in seiner Oberfla¨chenexpression beeinflusst, auch wenn der Effekt nicht so
stark wie fu¨r gp130wt ist.
3.14 Gleichzeitige durchflusszytometrische Analyse von Ober-
fla¨chen- und Gesamt-Expression durch eGFP-markierte
Rezeptoren
Die Verwendung von gp130-eGFP weist mehrere Vorteile auf: Man kann
beispielsweise die transfizierten Zellen besser auswa¨hlen.
In Abbildung 18A ist ein dot plot von gp130-eGFP exprimierenden Cos7-
Zellen gezeigt, wobei auf der Ordinate die Oberfla¨chenfluoreszenz und auf
der Abszisse die eGFP-Fluoreszenz dargestellt ist. Als Schwellenwert dient
hier der eGFP-Wert, der von nur 1 % der nicht-transfizierten Zellen u¨ber-
schritten wird. Mittels eines ”gates”, das alle Zellen, die unterhalb dieses
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Abbildung 18: Auswertung der Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP bei
Co-Expression von Jak1nb und Jak1wt mittels Auswahl GFP-positiver Zellen
48 h nach Transfektion von Cos7-Zellen mit Expressionsvektoren fu¨r gp130-eGFP und
Jak1nb bzw. Jak1wt wurden die Zellen geerntet.
A: Aufgetragen ist die Oberfla¨chenfluoreszenz sowie die GFP-Fluoreszenz der Zellen. Die
GFP-positiven Zellen wurden ausgewa¨hlt, indem man einen Schwellenwert definierte, der
bei untransfizierten Zellen 1% der Zellen umfasst. Alle Zellen oberhalb dieses Schwellenwer-
tes wurden als GFP-positiv betrachtet. Im Histogramm ist die Verteilung der Oberfla¨chen-
fluoreszenzen gezeigt, der Pfeil zeigt den Median. Ansonsten entsprach das Procedere der
Auswertung der in Abbildung 11 beschriebenen Methode.
B: Vergleich der relativen normalisierten Oberfla¨chenfluoreszenz der ausgewa¨hlten GFP-
positiven Zellen, wenn Jak1nb bzw. Jak1wt mit gp130-eGFP co-transfiziert wurde. Als
Grundlage fu¨r die Analyse diente die in Abbildung 11 beschriebene Methode.
C: Durch Analyse mittels Durchflusszytometrie wurden die relativen medianen GFP-
Fluoreszenzintensita¨ten der Jak1nb oder Jak1wt exprimierenden Zellen ermittelt. Ein Teil
der Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert, und es wurde eine Immunpra¨zipitation mit an-
schließender Western-Blot-Analyse durchgefu¨hrt.
Wertes liegen ausschließt, kann man sich selektiv die Oberfla¨chenfluoreszenz
der ausgewa¨hlten Zellen ansehen.
Abbildung 18B zeigt das Ergebnis dieser Auswertmethode: gp130-eGFP
wird auch bei dieser Art der Auswahl signifikant von Jak1 hochreguliert.
Beim Vergleich mit Abbildung 17A sieht man, dass der Effekt bei beiden
Auswertmethoden gleich stark nachweisbar ist.
Ein weiterer Vorteil des eGFP-Konstruktes ist, dass man die eGPF-Menge
der Zellen und damit die Gesamt-Expression der Zellen betrachten kann. Es
kann ja auch sein, dass Jak1 die Gesamtexpression von gp130 beeinflusst,
aber der Effekt nicht stark genug ist, um in den Western-Blots der Lysate
sichtbar zu sein. In Abbildung 18C kann man sehen, dass sich jedoch die
medianen eGPF-Mengen nicht signifikant unterscheiden.
ERGEBNISSE 61
Im Lysatblot (Abbildung 18C) sieht man einen weiteren Vorteil des gp130-
eGFP-Konstruktes: Man kann das Konstrukt mit Hilfe eines eGFP-Antiko¨rpers
besser im Western-Blot detektieren als das Wildtyp-Konstrukt. Auch hier
sieht man, dass die Gesamtexpression gleich ist.
Das gp130-eGFP-Konstrukt erlaubt also nicht nur, die transfizierten Zellen
gezielter auszuwa¨hlen, sondern auch die Gesamtexpression zu kontrollieren
und im Western-Blot das gp130-Konstrukt besser detektieren zu ko¨nnen.
3.15 Auswertung von Zellpopulationen mit gleicher eGPF-
Fluoreszenzintensita¨t
Mit Hilfe der eGFP-Markierung kann man die Gesamtzellpopulation in
Gruppen gleicher eGFP-Fluoreszenz (und damit gleicher Gesamtexpressi-
on) einteilen (siehe Abbildung 19).
Abbildung 19: Analyse der Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP in Zell-
Populationen unterschiedlicher GFP-Fluoreszenzintensita¨t
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130-eGFP und Jak1nb bzw. Jak1wt
transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und mittels Durchflusszy-
tometrie untersucht.
In der Abbildung ist die Oberfla¨chenfluoreszenz sowie die GFP-Fluoreszenz aufgetragen.
Mittels des wie in Abbildung 18 beschriebenen Schwellenwertes wurden die GFP-positiven
Zellen ermittelt, in fu¨nf gleichgroße Gruppen unterteilt (Abbildungsteil A), und die me-
diane Oberfla¨chen- und GFP-Fluoreszenz dieser Zellen wurden ermittelt und in einem
Diagramm (Abbildungsteil B) aufgetragen.
Nach Berechnung des normalisierten medianen eGFP-Wertes und der
normalisierten medianen Oberfla¨chenfluoreszenz wurden die Zellen, die ober-
halb des eGFP-Schwellenwertes lagen, in fu¨nf gleich große Gruppen einge-
teilt. Dann wurde von jeder dieser Gruppen der mediane eGFP-Wert und
die mediane Oberfla¨chenfluoreszenz bestimmt. Dabei handelt es sich nur um
die normalisierte mediane Oberfla¨chenfluoreszenz der transfizierten Zellen,
da es keinen anschaulichen Wert gab, auf den man alle Werte ha¨tte relati-
vieren ko¨nnen. In Abbildung 19 ist das Ergebnis dieser Messung abgebildet.
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Dabei kann man erkennen, dass gp130 auch bei niedrigeren eGPF-Mengen,
also bei niedrigen Rezeptor-Expressionsspiegeln, durch Jak1 hochreguliert
wird. Der Effekt wird um so sta¨rker, je mehr gp130 Moleku¨le in der Zelle
vorhanden sind.
Durch den Vergleich der Zellpopulationen gleicher eGFP-Menge kann man
also zeigen, dass die Steigerung der Oberfla¨chenexpression von gp130 durch
Jak1 auch bereits bei geringeren Rezeptormengen vorhanden ist.
3.16 Auch gp130-eGFP wird durch Jak1, Jak2 und Tyk2,
aber nicht durch Jak3 hochreguliert
In Abbildung 20A erkennt man, dass auch gp130-eGFP wie erwartet durch
Jak1, Jak2 und Tyk2, nicht aber durch Jak3 hochreguliert wird. Hierbei fa¨llt
auch auf, dass der Effekt von Jak2 etwas kleiner ist als von Jak1, der Effekt
von Tyk2 jedoch deutlich gro¨ßer, wobei diese Unterschiede nicht signifikant
sind. Beim Abbildungsteil B ist gezeigt, dass alle Januskinasen mit gp130
co-pra¨zipitiert werden ko¨nnen. Als Negativkontrolle diente wieder die Jak1-
Mutante, die aufgrund einer Mutation in der FERM-Doma¨ne nicht mehr an
gp130 binden kann. Zur Expressionskontrolle wurde dieses Mal der eGFP-
Antiko¨rper genutzt, da er besser zur Detektion im Western-Blot geeignet ist
als der gp130-Antiko¨rper. Im Lysatblot kann man sehen, dass gp130-eGFP
vergleichbar exprimiert wird. Abbildungsteil C gibt die jeweilige Gesamtex-
pression von gp130-eGFP in den Zellen wieder. Die Balken unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander.
Die Tatsache, dass der Balken, der der Gesamtexpression von gp130 bei Co-
Expression von Jak2 entspricht, ho¨her ist als der von Jak1, aber der Effekt
bei der Oberfla¨chenexpression nur gerade eben signifikant ist, ko¨nnte darauf
hindeuten, dass Jak2 nicht wirklich einen signifikanten Effekt auf die Ober-
fla¨chenexpression hat, sondern der Effekt nur aufgrund der Schwankungen
in der Gesamtexpression entstanden ist. Eine Auswertung mittels eines ge-
naueren statistischen Tests ist jedoch nur schwer mo¨glich, da hierfu¨r noch
mehr Messungen no¨tig werden, um eine sichere statistische Aussage zu tref-
fen.
Es la¨sst sich aber zweifelsfrei sagen, dass Jak1 und Tyk2 die Oberfla¨chen-
expression von gp130-eGFP steigern ko¨nnen und dass Jak3 keinen Einfluss
auf die Oberfla¨chenexpression hat, auch wenn alle Januskinasen mit gp130-
eGFP co-pra¨zipitiert werden ko¨nnen.
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Abbildung 20: Regulation der Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP bei Co-
Expression von Jak1nb, Jak1wt, Jak2, Jak3 oder Tyk2
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130 und jeweils Jak1nb, Jak1wt, Jak2,
Jak3 oder Tyk2 transfiziert und die Zellen nach 48 h geerntet.
A: Die Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP bei Co-Expression von Jak1nb, Jak1wt,
Jak2, Jak3 und Tyk2 wurde, wie in Abbildung 18 beschrieben, analysiert.
B: Ein Teil der geernteten Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert, und eine Immunopra¨zipi-
tation gegen gp130 durchgefu¨hrt. Die Pra¨zipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Rezeptoren bzw. die co-pra¨zipitierten Pro-
teine wurden mit den jeweiligen Antiko¨rpern und HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern
detektiert.
C: Die relative mediane GFP-Fluoreszenz wurde, wie in Abbildung 18C beschrieben, er-
mittelt.
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3.17 Herstellung von eGFP-Konstrukten der gp130-Mutanten
zur Verifikation der bisherigen Ergebnisse
Auch die Ergebnisse in Bezug auf gp130∆Box1 und gp130AA sollten mittels
eGFP-markierter Konstrukte u¨berpru¨ft werden. Hierzu wurden zuerst von
den vorhandenen gp130-Mutanten eGFP-Konstrukte hergestellt und nach
Transfektion in Cos7-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.
Abbildung 21: Vergleich der Oberfla¨chenexpressionen von gp130-eGFP,
gp130AA-eGFP und gp130∆Box1-eGFP bei Co-Expression von Jak1nb
Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r die genannten Konstrukte transfiziert.
48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und mittels Durchflusszytometrie ana-
lysiert.
Analog zur Beschreibung in Abbildung 19 wurden Zell-Populationen a¨hnlicher GFP-
Fluoreszenz ausgewertet.
Abbildung 21 zeigt die Expression der verschiedenen gp130-Konstrukte,
die jeweils mit Jak1nb in Cos7-Zellen co-exprimiert worden waren, in der
Auswertung bezu¨glich verschiedener eGPF-Mengen. Man kann sehen, dass
gp130 und gp130∆Box1 ungefa¨hr gleich stark an der Oberfla¨che exprimiert
werden, wa¨hrend gp130AA viel sta¨rker an der Oberfla¨che vorhanden ist.
Dies war zu erwarten, weil gp130AA nicht mehr internalisiert wird.
3.18 gp130∆Box1-eGFP und gp130AA-eGFP werden durch
die Co-Expression von Jak1 nicht in ihrer Oberfla¨chen-
expression beeinflusst
Exprimiert man die gp130-eGFP-Konstrukte zusammen mit Jak1wt in Cos7-
Zellen, so ergibt sich das in Abbildung 22A gezeigte Diagramm:
gp130-eGFP wird, wie erwartet, bezu¨glich der Oberfla¨chenexpression
hochreguliert, wa¨hrend gp130∆Box1-eGFP und gp130AA-eGFP nicht mehr
von Jak1 beeinflusst werden. Somit konnten die Ergebnisse der nicht mar-
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Abbildung 22: Einfluss der Co-Expression von Jak1nb bzw. Jak1wt auf die
Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP, gp130AA-eGFP und gp130∆Box1-
eGFP
Die vorgenannten Konstrukte wurden in Cos7-Zellen exprimiert und 48 h nach Transfek-
tion geerntet.
A: Die Oberfla¨chenfluoreszenz der GFP-positiven Zellen wurde, wie in Abbildung 18A
beschrieben, mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.
B: Ein Teil der geernteten Zellen wurde mit Brij-Puffer lysiert und eine Co-Immunopra¨zi-
pitation mit einem gp130-Antiko¨rper durchgefu¨hrt. Die Pra¨zipitate wurden gelelektropho-
retisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran u¨bertragen. DerWestern-Blot wurde mit
Antiko¨rpern gegen GFP und Jak1 und HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern detektiert.
C: Die relative mediane GFP-Fluoreszenzintensita¨t wurde, wie in Abbildung 18C be-
schrieben, ermittelt. Alle Werte wurden hierbei auf den Wert von gp130-eGFP mit Jak1nb
normiert.
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kierten Konstrukte besta¨tigt werden. Auch die in Abbildung 22B gezeigten
Western-Blots zeigen, dass sich die eGFP-Konstrukte analog zu den Kon-
strukten ohne Markierung verhalten: Jak1 kann sowohl mit gp130-eGFP als
auch mit gp130AA-eGFP co-pra¨zipitiert werden, wa¨hrend fu¨r gp130∆Box1-
eGFP bei Jak1 wt keine Bande zu erkennen ist. Die Expression der Kon-
strukte scheint in den Lysaten gleich stark zu sein, auch wenn das Diagramm
mit den medianen eGFP-Werten in Abbildung 22C zeigt, dass gp130-eGFP
eher sta¨rker exprimiert wird als gp130∆Box1-eGFP und gp130AA-eGFP. Es
scheint, dass diese Bestimmung des Medians sensitiver ist als die Analyse
der Lysate mit Hilfe des Western-Blots.
Gp130∆Box1-eGFP und gp130AA-eGFP werden im Gegensatz zu gp130-
eGFP nicht mehr durch Jak1 in ihrer Oberfla¨chenexpression gesteigert. Die
Gesamtexpression von gp130∆Box1-eGFP und gp130AA-eGFP scheint eher
geringer zu sein.
3.19 Regulation der Oberfla¨chenexpression von gp130 durch
Jak1-Deletionsmutanten
Nachdem die Wichtigkeit der Tyrosin-Kinase-Aktivita¨t von Jak1 untersucht
worden war, sollte weiter spezifiziert werden, welcher Teil von Jak1 fu¨r die
Hochregulation der Oberfla¨chenexpression von gp130 verantwortlich ist. Es
war schon beschrieben worden, dass der N-terminale Bereich von Januskina-
sen bei anderen Rezeptoren wie beispielsweise dem Epo-Rezeptor (Huang et
al., 2001), dem OSM-Rezeptor (Radtke et al., 2002) und dem IFNAR (Ra-
gimbeau et al., 2003) fu¨r deren Oberfla¨chen-Hochregulation verantwortlich
ist. Um festzustellen, ob auch bei der Regulation der Membranexpression
von gp130 dieser Bereich der Jak1 wichtig war, wurden c-terminal verku¨rz-
te Jak1-Konstrukte zusammen mit gp130 in Cos7-Zellen exprimiert, wie in
Abbildung 23A zu erkennen ist.
Das la¨ngere Konstrukt endet nach der SH2-Doma¨ne; es fehlen die Kinase-
Doma¨ne und die kinase like-Doma¨ne. Dem ku¨rzeren Konstrukt fehlt noch
zusa¨tzlich die SH2-Doma¨ne; es besteht nur noch aus der FERM-Doma¨ne.
Um die Expression beider Jak1-Deletionsmutanten im Western-Blot nach-
weisen zu ko¨nnen, wurden sie mit einer HA-Markierung versehen.
Abbildung 23B zeigt die Oberfla¨chenexpression von gp130-Wildtyp bei Co-
Expression der verku¨rzten Konstrukte. Die STOP-SH2-Mutante (FERM-
Doma¨ne + SH2-Doma¨ne) kann gp130 noch signifikant hochregulieren, das
STOP-FERM-Konstrukt nicht mehr. Der Effekt der STOP-SH2-Mutante
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Abbildung 23: Einfluss der Co-Expression unterschiedlicher Jak1-Konstrukte
auf die Oberfla¨chenexpression von gp130 und gp130-eGFP
A: Aufbau der Jak1-Deletionsmutanten STOP-FERM und STOP-SH2.
B: Cos7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fu¨r gp130 und Jak1nb, Jak1wt, Jak1-
STOP-FERM oder Jak1-STOP-SH2 transfiziert. 48 h nach Transfektion fand die Messung
Oberfla¨chenexpression von gp130 mittels Durchflusszytometrie statt.
C: Eine Lyse mit Brij-Puffer und eine Co-Immunopra¨zipitation mit einem gp130-
Antiko¨rper wurde bei einem Teil der geernteten Zellen durchgefu¨hrt. Die erhaltenen Pra¨zi-
pitate wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran u¨bert-
ragen. Die Detektion der Rezeptoren bzw. der co-pra¨zipitierten Proteine erfolgte mit den
jeweiligen Antiko¨rpern und HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern.
D: Expression von gp130-eGFP mit Jak1nb, Jak1wt, Jak1KE, STOP-FERM oder STOP-
SH2 in Cos7-Zellen. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion geerntet. Analyse analog
zu Abbildung 18A.
E: Die geernteten Zellen wurden teilweise mit Brij-Puffer lysiert, und mit dem Lysat eine
Co-Immunopra¨zipitation, wie unter C beschrieben, durchgefu¨hrt.
F: GFP-Fluoreszenz der wie unter D beschrieben transfizierten Zellen. Die Werte wurden
auf den Wert von gp130-eGFP, co-transfiziert mit Jak1nb, normiert.
auf die gp130-Oberfla¨chenexpression ist jedoch geringer als der des Jak1-
Wildtyps.
Die Bindungsfa¨higkeit beider Konstrukte ist in Abbildung 23C gezeigt: Die
la¨ngere Deletionsmutante kann mit gp130 co-pra¨zipitiert werden. Ein Pro-
blem bei der Kopra¨zipitation ist jedoch, dass das Jak1-STOP-FERM-Konstrukt
ungefa¨hr die Gro¨ße des pra¨zipitierenden Antiko¨rpers hat und deshalb im blot
nicht zu erkennen ist. Leider kann man die Expression der verku¨rzten Jak1-
Konstrukte im Western-Blot nicht mit der Expression des Wildtyps ver-
gleichen, da die Deletionsmutanten mittels HA-Fa¨rbung detektiert werden
mu¨ssen und der Wildtyp nur mit einer Jak1-Fa¨rbung nachgewiesen werden
kann.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass ein nach der SH2-Doma¨ne deletier-
tes Jak1-Konstrukt die Oberfla¨chenexpression von gp130 noch steigern kann,
ein nach der FERM-Doma¨ne verku¨rztes Konstrukt jedoch nicht mehr.
3.20 Steigerung der Oberfla¨chenexpression von gp130-eGFP
durch Jak1-Mutanten
Um auch diese Ergebnisse mit dem gp130-eGFP-Konstrukt zu u¨berpru¨fen,
wurde es mit den beiden Jak1-Deletionsmutanten in Cos7-Zellen co-exprimiert.
Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse ist in Abbildung 23D zu
sehen. In diesem Versuch ist weder das Jak1-STOP-SH2-Konstrukt noch das
Jak1-STOP-FERM-Konstrukt in der Lage, die Oberfla¨chenexpression von
gp130-eGFP signifikant zu beeinflussen. Dies ko¨nnte daran liegen, dass durch
die Verkleinerung der Darstellbarkeit der versta¨rkten Oberfla¨chenexpression
bei der Kompensation die Steigerung durch das STOP-SH2-Konstrukt unter
die Signifikanzgrenze fa¨llt. In der Grafik sind auch Daten fu¨r die Tyrosin-
Kinase-defiziente Jak1KE gezeigt. Sie scheint gp130-eGFP in diesem Versuch
sogar deutlich besser hochregulieren zu ko¨nnen als Jak1-Wildtyp.
Abbildung 23E zeigt, dass sowohl Jak1wt und Jak1KE, als auch STOP-
SH2 und STOP-FERM mit gp130-eGFP co-pra¨zipitiert werden ko¨nnen. In
der Co-Immunopra¨zipitation wird auch deutlich, dass die Gro¨ße von STOP-
FERM ungefa¨hr der Gro¨ße der Antiko¨rperbande entspricht (Pfeil). In den
Lysatblots kann man sehen, dass alle Konstrukte gut exprimiert werden, ob-
wohl auch hier die Vergleichsmo¨glichkeit zwischen Jak1wt und den verku¨rz-
ten Konstrukten fehlt, da zwei verschiedene Antiko¨rper verwandt wurden.
In Abbildung 23F ist die mediane eGFP-Menge dargestellt. Man erkennt,
dass sich die gp130-eGFP-Gesamtexpressionen bei Co-Expression der ver-
schiedenen Jak1-Konstrukte nicht signifikant voneinander unterscheiden, ob-
wohl die Balken von den verku¨rzten Jak1-Konstrukten etwas kleiner erschei-
nen.
Insgesamt ist festzustellen, dass gp130-eGFP weder durch Jak1-STOP-FERM
noch durch Jak1-STOP-SH2 signifikant in seiner Oberfla¨chenexpression be-
einflusst werden kann.
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3.21 Schwa¨chere Expression von gp130 auf der Zelloberfla¨che
von Jak1-defizienten humanen Fibrosarcom-Zellen (U4C)
im Vergleich zu den Parental-Zellen (2C4)
Das Problem des Cos-Zell-Systems ist, dass alle transfizierten Konstrukte
sehr stark u¨berexprimiert werden, weswegen es zu Artefakten wie Hyper-
phosphorylierungen kommen kann. Deswegen war es wichtig zu zeigen, dass
die Steigerung der Oberfla¨chenexpression auch bei endogenem gp130 exi-
stiert. In diesem Fall bot sich das 2C4/U4C-System an. Dabei handelt es
sich um Fibrosarcom-Zellen. Wa¨hrend die Parentalzellen 2C4 noch Jak1 ent-
halten, sind die U4C-Zellen Jak1-defizient. Da beide Zelllinien auch gp130
exprimieren, wurde die Oberfla¨chenexpression von gp130 auf diesen Zellen
untersucht.
Abbildung 24: Analyse der Oberfla¨chenexpression von gp130 in 2C4 und U4C
Zellen
A: Die Oberfla¨chenexpression von gp130 wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert.
B: Ein Teil der Zellen wurde lysiert. Die Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran u¨bertragen. Detektiert wurde mit Antiko¨rpern gegen gp130
(nicht gezeigt), Jak1 und Shc.
In Abbildung 24A kann man sehen, dass die Fluoreszenzwerte in den
Jak1-defizienten U4C-Zellen nur ungefa¨hr halb so groß sind wie in den 2C4-
Parentalzellen. Dies deutet daraufhin, dass Jak1 auch hier einen Einfluss auf
die Oberfla¨chenexpression von gp130 hat.
Abbildungsteil 24B zeigt einen Lysatblot der 2C4- und U4C-Zellen. Die Spu-
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ren 1 und 2 entstammen Lysaten von 2C4-Zellen, die Spuren 3 und 4 von
U4C-Lysaten. In der Jak1 Fa¨rbung ist deutlich zu erkennen, dass die U4C-
Zellen kein detektierbares Jak1 mehr enthalten, wa¨hrend bei den 2C4-Zellen
deutliche Banden zu erkennen sind. Die gp130-Detektion ist nicht gezeigt,
da der Antiko¨rper zu schwach war, um eine deutliche Bande anzufa¨rben.
Es waren auch sehr viele unspezifische Banden auf dem blot. Es kann daher
keine Aussage daru¨ber gemacht werden, ob beide Zelltypen wirklich gleiche
Mengen an gp130 exprimieren. Die Shc-Fa¨rbung diente als Beladungskon-
trolle.
Jak1-defiziente U4C-Zellen besitzen also weniger gp130 auf ihrer Zellober-
fla¨che als die parentalen 2C4-Zellen. Es war jedoch leider nicht mo¨glich, die
Gesamtexpression von gp130 in den Lysaten zu u¨berpru¨fen.
3.22 Geringere Halbwertszeit von gp130 an der Zellober-
fla¨che von Jak1-defizienten U4C-Zellen nach Inkuba-
tion mit Cycloheximid gegenu¨ber den parentalen 2C4-
Zellen
Die Versuche mit der Dileucin-gp130-Mutante in Cos7-Zellen deuteten dar-
aufhin, dass die Internalisierung von gp130 eine Rolle bei der Jak1-vermittelten
Hochregulation der Oberfla¨chenexpression spielen ko¨nnte. Um dies zu u¨ber-
pru¨fen, wurde ein Versuch mit Cycloheximid durchgefu¨hrt, der Hinweise
auf die Halbwertszeit von Proteinen auf der Zelloberfla¨che geben sollte. Cy-
cloheximid hemmt die Proteinbiosynthese in Zellen. Dementsprechend kann
man davon ausgehen, dass nach einer Vorinkubation mit Cycloheximid keine
neuen Proteine mehr synthetisiert werden, aber alle bisher synthetisierten
zur Oberfla¨che gebracht worden sind. Inkubiert man dann weiter mit Cy-
cloheximid, nimmt die Anzahl an Moleku¨len auf der Oberfla¨che ab, da zwar
einige Rezeptoren internalisiert werden, aber auch keine neu synthetisier-
ten Rezeptoren aus dem endoplasmatischen Reticulum die Zelloberfla¨che
erreichen. Diese Abnahme geschieht wesentlich schneller bei Moleku¨len, die
einer raschen Internalisierung unterliegen als bei Moleku¨len, die nicht in-
ternalisiert werden. Um zu u¨berpru¨fen, ob gp130 auf der Zelloberfla¨che von
Jak1-defizienten U4C-Zellen schneller abnimmt als bei den Parentalzellen,
wurden die Zellen jeweils fu¨r unterschiedlich lange Zeiten mit Cycloheximid
inkubiert. Als Zeitpunkt 0 wurde eine 30-minu¨tige Vorinkubation mit Cy-
cloheximid gewa¨hlt, damit die letzten synthetisierten Moleku¨le noch die Ge-
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legenheit haben, zur Plasmamembran zu gelangen.
Abbildung 25: Vergleich der Oberfla¨chenhalbwertszeit von gp130 in 2C4 und
U4C Zellen
2C4- und U4C-Zellen wurden mit Cycloheximid (50 µg Cycloheximid/ml Medium) fu¨r
verschiedene Zeitra¨ume inkubiert (Zeitpunkt 0 = 30 min Pra¨inkubation). Nach Ablauf
der jeweiligen Zeitra¨ume wurden die Zellen gewaschen, und eine durchflusszytometrische
Analyse wurde durchgefu¨hrt. Von den Medianwerten der durchflusszytometrischen Histo-
gramme wurden die Medianwerte der PE-Fluoreszenz abgezogen, da diese die Hintergrund-
fluoreszenz darstellt. Aufgetragen ist die relative Oberfla¨chenfluoreszenz in Abha¨ngigkeit
von der Zeit.
Abbildung 25 zeigt die zeitlichen Verla¨ufe der relativen medianen Ober-
fla¨chenfluoreszenz von gp130 und OSM-Rezeptor in Abha¨ngigkeit von der
Inkubationszeit mit Cycloheximid. Der OSM-Rezeptor diente hierbei als ei-
ne Art Negativ-Kontrolle, da er nicht so stark wie gp130 internalisiert wird
und dementsprechend eine wesentlich ho¨here Halbwertszeit haben sollte.
Wie erwartet, nimmt der OSM-Rezeptor in seiner Oberfla¨chenexpression
auch nach 120-minu¨tiger Cycloheximidexposition nur auf ca. 70 % der Aus-
gangsmenge ab. Die Kurven der U4C- und 2C4-Zellen unterscheiden sich
auch nicht voneinander, obwohl die Menge an OSM-Rezeptor auf U4C-Zellen
ebenfalls deutlich geringer ist als auf den Parentalzellen 2C4 (Radtke et al.,
2002).
Die Oberfla¨chenexpression von gp130 nimmt dagegen sehr stark ab. Nach
60 min betra¨gt der Wert der Oberfla¨chenfluoreszenz als Maß fu¨r die Ober-
fla¨chenexpression auf den jak1-defizienten U4C-Zellen nur noch 50 % des
Ausgangswertes, nach knapp 80 min unterschreitet die Oberfla¨chenfluores-
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zenz auf den 2C4-Zellen die 50 %-Grenze. Es ist somit ein Unterschied in
der Halbwertszeit von gp130 auf der Zelloberfla¨che zu erkennen zwischen
den beiden Zelltypen. Auch dies weist daraufhin, dass Jak1 eine Rolle bei
der Internalisierung oder dem Recycling von gp130 spielt. Nach Inkubation
der Zellen mit Cycloeheximid zeigen die Jak1-defizienten U4C-Zellen also
eine deutlich schnellere Abnahme der gp130-Oberfla¨chenfluoreszenz als die
Parentalzellen 2C4.
4 Diskussion
Januskinasen sind Tyrosin-Kinasen, die mit Zytokinrezeptoren wie gp130
interagieren und an der Signaltransduktion beteiligt sind. Nach Stimulation
mit einem Zytokin werden die mit gp130 assoziierten Januskinasen an be-
stimmten Tyrosinresten phosphoryliert und dadurch aktiviert. Die aktivier-
ten Jaks phosphorylieren dann weitere fu¨r die Signaltransduktion wichtige
Moleku¨le. Zusa¨tzlich wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass Januskina-
sen auch Bedeutung fu¨r die Oberfla¨chenexpression von Rezeptoren haben
ko¨nnen (Huang et al., 2001; Radtke et al., 2002; Ragimbeau et al., 2003).
4.1 Die FRAP-Halbwertszeit von Jak1KEeYFP ist a¨hnlich
der von gp130eYFP
Obwohl schon seit langem bekannt ist, dass gp130 und Jak1 an der Zellober-
fla¨che miteinander assoziiert vorliegen (Lu¨tticken et al., 1994; Stahl et al.,
1994), war bislang nicht eindeutig gekla¨rt, ob diese Assoziation konstitutiv
ist, oder ob ein Jak1-Moleku¨l zwischen verschiedenen Rezeptoren wechselt
bzw. zusa¨tzlich in stetem Austausch mit einem zytoplasmatischen Jak-Pool
steht.
In den letzten Jahren haben Experimente mit Hilfe der konfokalen Fluo-
reszenzmikroskopie Einblicke in die Dynamik zellula¨rer Ereignisse geben
ko¨nnen. Die fluoreszierenden Markerproteine wie eGFP, eCFP oder eYFP
ero¨ffnen die Mo¨glichkeit, Moleku¨le innerhalb der Zelle gezielt zu verfolgen
und beispielsweise ihr Diffusionsverhalten zu untersuchen.
Das FRAP-Verfahren beruht darauf, dass man nach einem starken Bleich-
Puls die Wiederkehr der Fluoreszenz im geblichenen Areal registriert. Hier-
bei ist zu beachten, dass zytosolische Proteine ca. 100mal schneller diffundie-
ren als membransta¨ndige (Lippincott-Schwartz et al., 2001). Man kann also
aufgrund der Diffusionsgeschwindigkeit bzw. der Halbwertszeit der Wieder-
kehr der Fluoreszenz auf die zellula¨re Lokalisation des betrachteten Moleku¨ls
schließen.
Ein großes Problem bei der heterologen Expression von Jak1 in Cos7-Zellen
ist, dass die stark u¨berexprimierten Januskinasen in der Zelle autoaktiviert
sind und hyperphosphoryliert vorliegen. Dies kann zu Artefakten fu¨hren, da
hyperphosphorylierte Proteine eine Tendenz zur Aggregation haben. Eine
Tyrosin-Kinase-negative Jak1 erlaubt also nicht nur Ru¨ckschlu¨sse auf die
Wichtigkeit der Kinaseaktivita¨t, sondern kann auch wertvolle Hinweise auf
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Hyperphosphorylierungsartefakte liefern, da eine Kinase-negative Mutante
(Jak1KE) im Gegensatz zum Wildtyp nicht die Aggregationstendenz auf
Basis der Hyperphosphorylierung hat.
Jak1KE-eYFP weist eine a¨hnliche FRAP-Halbwertszeit wie das Membran-
protein gp130-eYFP auf. Hierfu¨r gibt es folgende Erkla¨rungsmo¨glichkeiten:
• Jak1KE-eYFP ist selbst in der Membran verankert.
• Jak1KE-eYFP ist fest an gp130 gebunden und kann deswegen nicht
frei diffundieren. Hierfu¨r spricht, dass nach Immobilisation von gp130
mit Hilfe eines Antiko¨rpers auch Jak1 immobilisiert wird (Giese et al.,
2003).
Die gemessenen FRAP-Halbwertszeiten lassen daher vermuten, dass die
Vorstellung von einem zytoplasmatischen Pool von Jak1 falsch ist, da bei
einem stetigen Austausch mit diesem Pool die Halbwertszeit wesentlich ge-
ringer sein mu¨sste.
Es sollte außerdem u¨berpru¨ft werden, ob eine ho¨here Fluoreszenzintensita¨t
eine Auswirkung auf den Anteil der mobilen Fraktion oder auf die Halb-
wertszeit der Fluoreszenzwiederkehr hat, da die Fluoreszenzintensita¨t indi-
rekt ein Maß fu¨r die Menge bzw. Dichte der fluoreszierenden Proteine in
der Zelle darstellt. Meine Experimente zeigen jedoch, dass auch bei stei-
gender Fluoreszenzintensita¨t der Anteil der mobilen Fraktion und auch die
FRAP-Halbwertszeit der Fluoreszenzwiederkehr in denselben Gro¨ßenord-
nungen bleiben (Abbildung 5).
4.2 gp130 wird durch Jak1 in seiner Oberfla¨chenexpression
positiv beeinflusst
Bei der Suche nach geeigneten Zellen fu¨r die FRAP-Experimente war auf-
gefallen, dass in den Zellen, in denen Jak1KE-eYFP mit gp130-eCFP co-
exprimiert ist, die Membranfa¨rbung von gp130-eCFP sta¨rker schien, als
wenn ein eYFP-markiertes, nicht-bindendes Jak1 co-exprimiert worden war
(Abbildung 8).
Es ist schon mehrfach beschrieben worden, dass die Oberfla¨chenexpression
bestimmter Zytokinrezeptoren durch Januskinasen beeinflusst werden kann.
Huang et al. (2001) haben gezeigt, dass Jak2 durch Beeinflussung der Fal-
tung und des processings im Golgi-Apparat die Oberfla¨chenexpression des
Epo-Rezeptors zu steigern vermag. Im Falle des IFNα/ß-Rezeptors wurde
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ebenfalls eine Hochregulation durch eine Januskinase (Tyk2) nachgewiesen,
wobei hier die Verminderung der Internalisierung der zugrunde liegende Me-
chanismus zu sein scheint (Gauzzi et al., 1997 und Ragimbeau et al., 2003).
Dass auch Jak1 die Oberfla¨chenexpression von Rezeptoren beeinflussen kann,
wurde von Radtke et al. (2002) gezeigt. Außerdem lagen erste Befunde vor,
dass Jak1 ebenfalls die Oberfla¨chenexpression von gp130 steigert (Simone
Radtke, perso¨nliche Mitteilung). Aufgrund dieser Information in Kombina-
tion mit der beobachteten sta¨rkeren Membranfa¨rbung von gp130-eCFP bei
Co-Expression mit Jak1KE-eYFP wurde untersucht, ob auch in diesem Fall
eine Steigerung der Oberfla¨chenexpression des Rezeptors durch Januskina-
sen vorliegt.
4.3 Etablierung von Auswertungsmethoden und der experi-
mentellen Systeme
Fu¨r den Oncostatin-M-Rezeptor (OSMR) ist eine 2-3-fache Steigerung der
Oberfla¨chenexpression (gemessen als relative mittlere Oberfla¨chenfluores-
zenz der transfizierten Zellen) bei Co-Expression von Jak1 im Vergleich zur
Co-Expression mit Tec beschrieben worden (Radtke et al., 2002). Diese Stei-
gerung ist bei gp130 nicht so stark ausgepra¨gt, aber dennoch signifikant.
Radtke et al. hatten 2002 gezeigt, dass eine nicht-bindende Jak1 im Ver-
gleich zur Negativkontrolle (Co-Expression mit Tec) keine Steigerung der
Oberfla¨chenexpression bewirkte. Deswegen wurde bei den folgenden Experi-
menten ein Jak1-Konstrukt als Negativkontrolle genutzt, das aufgrund einer
Mutation in der FERM-Doma¨ne (L80A/Y81A) nicht mehr an gp130 binden
kann.
4.4 Median-basierte Auswertung der Daten der Durchflus-
szytometrie
Um die Steigerung der Oberfla¨chenexpression von gp130 bei Co-Expression
von Jak1 quantifizieren zu ko¨nnen, wurden die Zellen mittels Durchflusszy-
tometrie analysiert. Man benutzt dafu¨r einen Antiko¨rper gegen den ent-
sprechenden Rezeptor und kann mit Hilfe eines Zweit-Antiko¨rpers, der mit
dem fluoreszierenden Phycoerythrin markiert ist, die Menge an Rezeptoren
abscha¨tzen. Analysiert wird dann die Ha¨ufigkeitsverteilung der entsprechen-
den Fluoreszenz.
Das Problem hierbei ist, die untransfizierten von den transfizierten Zellen
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zu unterscheiden. Radtke et al. nutzten hierzu die Funktion der Software,
zwei Histogramme voneinander abzuziehen und zogen das Histogramm von
Zellen, die nur mit Zweitantiko¨rper markiert waren (und somit nur mit der
Eigenfluoreszenz strahlen konnten) von dem Histogramm der jeweils trans-
fizierten Zellen ab.
Im Falle von gp130 ergibt sich jedoch das Problem, dass Cos7-Zellen auch
gp130 enthalten. Durch die oben beschriebene Auswertmethode mit Schwel-
lenwert, Normierung und Median konnte dieses Problem jedoch weitgehend
umgangen werden, da sich durch die Normierung alle Werte im selben Be-
reich befinden und somit die normierten Absolutwerte verglichen werden
konnten. Außerdem wurde der Median und nicht der Mittelwert genutzt, da
der Median bei dieser Art der Datengewinnung wesentlich stabiler ist. Die
Medianwerte der Oberfla¨chenfluoreszenz sind jedoch nicht sehr anschaulich.
Deshalb wurden die Werte so relativiert, dass der Wert von gp130, welches
mit Jak1nb co-exprimiert wurde, 100 entsprach und man so direkt die Zu-
nahme aus den Diagrammen ablesen kann, wobei dazu gesagt werden muss,
dass aufgrund der nicht-linearen Fluoreszenz aus diesen Daten keine direk-
ten Ru¨ckschlu¨sse auf die genaue Anzahl an gp130-Moleku¨len mo¨glich ist.
Es gibt bislang noch keine Eichkurve, die eine direkte Zuordnung von Fluo-
reszenz zu fluoreszierenden Moleku¨len ermo¨glicht. Da eine mo¨glichst hohe
Anzahl an Einzelwerten ein statistisch sichereres Ergebnis ermo¨glicht, wurde
jede Probe fu¨nf Mal gemessen und zusa¨tzlich jeweils fu¨nf Wiederholungen ei-
nes Experimentes durchgefu¨hrt. Dabei wurde auch darauf geachtet, dass die
mehrmaligen Messungen von einer Probe konsistente Werte ergaben (nicht
gezeigt).
4.5 Kontrolle der Gesamtexpression von gp130 durch Ana-
lyse der Western-Blots der Lysate
Da die Oberfla¨chenexpression von Rezeptoren sowohl durch Regulation der
Gesamtexpression als auch durch unterschiedliche Verteilung innerhalb der
Zelle beeinflusst werden kann, musste die Gesamtmenge des Rezeptors in
den Zellen u¨berpru¨ft werden.
Hierfu¨r wurden die Zelllysate imWestern Blot mit Antiko¨rpern gegen gp130
gefa¨rbt. Es zeigte sich, dass die generelle Rezeptorexpression nicht durch
Jak1 beeinflusst wurde, da die Banden gleich stark ausgepra¨gt waren (Ab-
bildung 9).
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4.6 IL-5Rß/gp130-Chima¨ren sind im Western Blot besser
detektierbar, werden aber durch Jak1 nicht mehr in ihrer
Oberfla¨chenexpression reguliert
Ein großes Problem bei der Arbeit mit gp130 ist, dass gp130 sehr schlecht
im Western Blot zu detektieren ist. Es gibt zwar Antiko¨rper gegen gp130,
aber sogar bei starker U¨berexpression sind die Banden oftmals sehr schwach.
Eine Mo¨glichkeit, dieses Problem zu umgehen, besteht in der Nutzung von
Chima¨ren. Man kann beispielsweise den extrazellula¨ren Teil der ß-Kette des
IL-5-Rezeptors an den intrazellula¨ren Teil von gp130 fusionieren. Dieses Sy-
stem bietet den Vorteil, dass die Rezeptoren sehr gut im Western Blot de-
tektiert werden ko¨nnen.
Um auch hier eine bessere Mo¨glichkeit der Detektion im Western Blot zu
haben, wurden die IL-5Rß/gp130-Chima¨ren getestet. Wie erwartet, war die
Detektion deutlich besser als bei gp130 und auch die Co-Immunopra¨zipi-
tation von Jak1 mit den Chima¨ren war erfolgreich. Bei der Analyse der
Durchflusszytometrie zeigte sich jedoch, dass die Chima¨ren fu¨r die Versu-
che ungeeignet sind, da sie nicht durch Jak1 hochreguliert werden ko¨nnen
(Abbildung 16). Dies ko¨nnte daran liegen, dass die IL-5-Rß-Untereinheit nor-
malerweise als Dimer vorliegt (McKenzie et al., 1991). Zum Beispiel wa¨re es
mo¨glich, dass durch die Dimerisierung das fu¨r die Hochregulation notwendi-
ge Signal verdeckt wird. Es musste also ein anderes System genutzt werden,
um gp130 besser detektieren zu ko¨nnen.
4.7 Ein gp130-eGFP-Konstrukt ist besser im Western Blot
zu detektieren und wird auch durch Jak1 versta¨rkt auf
der Oberfla¨che exprimiert
Eine andere Mo¨glichkeit, Rezeptoren besser detektieren zu ko¨nnen, ist das
Anha¨ngen eines fluoreszierenden Markerproteins wie beispielsweise eGFP.
Es wurde ein gp130-eGFP-Konstrukt kloniert, welches auch eine Steigerung
der Oberfla¨chenexpression durch Co-Expression von Jak1 zeigte, obwohl die-
se nicht so stark ausgepra¨gt war wie beim gp130-Wildtyp. Dies liegt ver-
mutlich an den Zytometer-Gera¨teeinstellungen: Die Emissionsspektren von
eGFP und PE u¨berlappen, so dass in den Kanal, der eigentlich nur die Ober-
fla¨chenfluoreszenz erkennen soll, auch das eGFP mit einstrahlt und umge-
kehrt. Deswegen muss kompensiert werden, was aber eine Verkleinerung des
Effektes zur Folge hat. Das eGFP-markierte Konstrukt weist jedoch mehrere
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Vorteile auf:
• Es ist im Western Blot mit Hilfe eines eGFP-Antiko¨rpers besser zu
detektieren als der gp130-Wildtyp,
• man kann die transfizierten Zellen mittels eGFP-Detektion in der Durch-
flusszytometrie auswa¨hlen und deren Oberfla¨chenexpression betrach-
ten,
• man kann durch die eGFP-Fluoreszenz die Gesamtexpression von gp130
besser u¨berpru¨fen als durch den Vergleich der Lysatbanden imWestern
Blot,
• man kann sich gezielt Zellpopulationen gleicher eGFP-Menge (und da-
mit gleicher Gesamtexpression) heraussuchen und bei diesen dann un-
tersuchen, ob Jak1 einen Effekt auf die Oberfla¨chenexpression hat.
Es zeigte sich, dass, auch wenn die transfizierten Zellen aufgrund der eGFP-
Fluoreszenz ausgewa¨hlt wurden, der Jak1-vermittelte Effekt auf die Ober-
fla¨chenexpression von gp130 genauso groß war wie bei den durch Schwellen-
wert ausgewa¨hlten Zellen (Abbildung 18). Das bedeutet, dass die bisherige
Auswertmethode, bei der ja ein Schwellenwert genutzt wurde, ebenfalls ge-
eignet zur Auswahl der transfizierten Zellen war.
Wichtig ist zusa¨tzlich, dass die Auswertung der Gesamtexpression in Abha¨ngig-
keit des medianen eGFP-Werts der Zellen ebenfalls ergab, dass die Gesamt-
expression von gp130 durch Jak1 nicht versta¨rkt wurde. Das bedeutet, dass
man wirklich von einer reinen Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression aus-
gehen kann, und dass nicht die Gesamtmenge durch die Co-Expression von
Jak1 gea¨ndert wird. Das zeigt sich auch bei Analyse der Zellpopulationen
gleicher eGFP-Fluoreszenz: Die Kurve fu¨r die mit Jak1nb co-transfizierten
Zellen liegt deutlich unterhalb der Kurve fu¨r die mit Jak1wt co-transfizierten
Zellen. Je mehr eGFP (und somit Rezeptoren) in der Zelle vorhanden ist,
desto gro¨ßer ist der Abstand zwischen den beiden Kurven. Da dieser Unter-
schied zwischen den Kurven aber auch bei geringen eGFP Mengen sichtbar
ist, handelt es sich vermutlich nicht um ein U¨berexpressionsartefakt (Abbil-
dung 19).
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4.8 Die dreidimensionale Struktur von Jak1 reguliert die Ex-
pression von gp130 auf der Zelloberfla¨che
4.8.1 Jak1, Jak2 und Tyk2, aber nicht Jak3, ko¨nnen die Ober-
fla¨chenexpression von gp130 beeinflussen
Es ist schon vorher beschrieben worden, dass sowohl Jak1 als auch Jak2 und
Tyk2 mit gp130 assoziieren ko¨nnen (Lu¨tticken et al., 1994), auch wenn Jak1
die wichtigste Rolle bei der Signaltransduktion einnimmt (Guschin et al.,
1995). Es ko¨nnte also durchaus sinnvoll sein, dass genau diese drei Moleku¨le
die Oberfla¨chenexpression beeinflussen ko¨nnen. Die durchgefu¨hrten Versu-
che besta¨tigten diese Vermutung: Jak1, Jak2 und Tyk2 ko¨nnen mit gp130
co-pra¨zipitiert werden und sind in der Lage, die Oberfla¨chenexpression von
gp130 zu steigern (Abbildung 10A). Der Effekt von Jak2 scheint hierbei et-
was geringer zu sein als der von Jak1 und Tyk2. Im Western Blot sieht man
keine Beeinflussung der Gesamtexpression von gp130 (Abbildung 10B). Au-
ßerdem konnte gezeigt werden, dass die Jaks alle exprimiert werden, auch
wenn Vergleiche zwischen den Jaks nicht mo¨glich sind, da unterschiedliche
Antiko¨rper verwandt wurden. Interessant ist, dass Jak3 zwar mit gp130 co-
pra¨zipitiert werden kann, jedoch keinen Einfluss auf die Oberfla¨chenexpres-
sion hat. Es ko¨nnte also sein, dass Jak3 an gp130 binden, aber dies nicht
hochregulieren kann, vielleicht aufgrund eines Unterschieds in der dreidi-
mensionalen Struktur. Eine andere Mo¨glichkeit wa¨re, dass es sich bei der
Jak3-Bande im Western Blot um ein U¨berexpressionsartefakt handelt, z.B.
dass die Jak3-Moleku¨le aufgrund der U¨berexpression hyperphosphoryliert
vorliegen und unspezifisch aggregieren, z.B. an die an gp130 gebundenen
Jaks.
Mit Hilfe des eGFP-Konstruktes konnten die mit Hilfe des Wildtyps erlang-
ten Daten besta¨tigt werden (Abbildung 20). Auch bei gp130-eGFP bewirk-
ten Jak1, Jak2 und Tyk2 eine Hochregulation, wa¨hrend Jak3 keinen Ef-
fekt hat, obwohl alle Januskinasen mit gp130-eGFP co-pra¨zipitiert werden
ko¨nnen. Interessanterweise ist der Effekt von Tyk2 bei gp130-eGFP wesent-
lich sta¨rker als der Effekt von Jak1 und Jak2. Die mit Jak2 co-transfizierten
Zellen weisen insgesamt eine etwas ho¨here mediane eGFP-Fluoreszenz auf,
wobei der regulatorische Effekt eher klein ist. Es wurde jedoch gezeigt, dass
der Effekt von Jak2 auf die Oberfla¨chenexpression trotzdem signifikant ist
und nicht auf einer erho¨hten Gesamtexpression beruht.
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4.8.2 Die Bindung von Jak1, aber nicht die Kinaseaktivita¨t sind
wichtig fu¨r die Steigerung der Oberfla¨chenexpression von
gp130
Als na¨chstes sollte der fu¨r die Steigerung der Oberfla¨chenexpression wichtige
Teil von gp130 na¨her eingegrenzt werden. Hierzu wurde ein gp130-Konstrukt
verwandt, bei dem der komplette zytoplasmatische Teil fehlte. Damit kann
Jak1 nicht mehr an dieses Konstrukt binden, was sich auch in der Co-
Immunopra¨zipitation besta¨tigte. Auffa¨llig ist, dass dieses Konstrukt auch im
Western Blot wesentlich sta¨rker detektiert wird als gp130-wt. In der Durch-
flusszytometrie war ebenfalls eine sta¨rkere Expression zu sehen. Gp130∆ cyt
wird nicht mehr durch Jak1 hochreguliert. Dies la¨sst den Schluss zu, dass
es sich nicht um einen unspezifischen Effekt auf alle Rezeptoren handelt,
sondern dass der zytoplasmatische Teil von gp130 fu¨r die Beeinflussung der
Oberfla¨chenexpression durch Jak1 beno¨tigt wird.
Es wurde bereits beschrieben, dass die prolinreiche Box1-Region IWPNVPDP
(Aminosa¨uren 651-658) von gp130 fu¨r die Bindung von Jak1 notwendig ist
(Tanner et al., 1995, Haan et al., 2002). Es war wichtig zu u¨berpru¨fen, ob
Jak1 wirklich an gp130 binden muss, oder ob die Steigerung der Oberfla¨chen-
expression vielleicht mittels Phosphorylierung anderer Moleku¨le in der Zelle
funktioniert.
Um die Bedeutung der Bindungsfa¨higkeit von Jak1 an gp130 fu¨r die Hoch-
regulation zu beurteilen, wurde ein gp130-Konstrukt genutzt, bei dem die
Box1-Region deletiert ist. Dieses Konstrukt kann kein Jak1 mehr binden, ob-
wohl beschrieben wurde, dass bei starker U¨berexpression immer noch eine
gewisse Bindung stattfinden kann (Haan et al., 2002). Dies zeigte sich auch
bei den hier durchgefu¨hrten Versuchen, da bei der Co-Immunopra¨zipitati-
on mit gp130∆Box1 auch eine sehr geringe Bande bei U¨berexpression von
Jak1-Wildtyp zu erkennen war. Das Konstrukt wurde jedoch nicht mehr
von Jak1 in seiner Oberfla¨chenexpression hochreguliert (Abbildung 12A),
woraus man schließen kann, dass die Bindung von Jak1 an gp130 eine not-
wendige Bedingung fu¨r die Hochregulation ist. Es ist sehr auffallend, dass die
Oberfla¨chenexpression von gp130∆Box1 insgesamt geringer ist als die Ober-
fla¨chenexpression von gp130wt, obwohl die Lysatbanden im Western Blot
gleiche Gesamtmengen in den Zellen suggerieren. Dies ko¨nnte darauf beru-
hen, dass bei U¨berexpression von gp130 endogene Januskinasen die Ober-
fla¨chenexpression der Rezeptoren positiv beeinflussen.
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Januskinasen geho¨ren zu der Familie der Tyrosin-Kinasen, die nach Aktivie-
rung weitere Moleku¨le in der Signaltransduktionskaskade wie z.B. die STATs
phosphorylieren. Es wa¨re also mo¨glich, dass die Kinaseaktivita¨t eine Rolle
bei der Hochregulation spielt. Zur U¨berpru¨fung dieser Hypothese wurde ei-
ne Tyrosin-Kinase-negative Jak1 genutzt. In diesem Konstrukt ist das Lysin
907 in der JH1-Doma¨ne der Jak1 durch Glutamat ersetzt. Es war bereits zu-
vor gezeigt worden, dass diese Kinase-negative Jak1 nicht mehr katalytisch
aktiv ist und auch bei starker U¨berexpression nicht hyperphosphoryliert
vorliegt (Kohlhuber et al., 1997). Deswegen ist die Kinase-negative Jak1KE
auch gleichzeitig eine gute Kontrolle, ob die Steigerung der Oberfla¨chenex-
pression von gp130 eventuell auf einem U¨berexpressionsartefakt aufgrund
von Hyperphosphorylierung beruht. Die Experimente zeigten jedoch, dass
dieses Konstrukt die Oberfla¨chenexpression von gp130 genausogut beeinflus-
sen kann wie Jak1wt (Abbildung 13A). Auch die Bindungsfa¨higkeit ist nicht
eingeschra¨nkt, da Jak1KE genausogut mit gp130 co-pra¨zipitiert werden kann
wie Jak1wt (Abbildung 13B). Dies la¨sst vermuten, dass dem Hochregulati-
onseffekt ein Mechanismus zugrunde liegt, bei dem Jak1 nicht als Kinase
aktiv sein muss, sondern beispielsweise durch seine dreidimensionale Struk-
tur ein negatives Signal verdeckt. Diese Art der Regulation ist in unserer
Arbeitsgruppe fu¨r den Oncostatin M-Rezeptor beschrieben worden (Radtke
et al., 2002).
Die Experimente mit dem gp130-eGFP-Konstrukt besta¨tigen, dass die Kina-
seaktivita¨t von Jak1 keine Rolle bei der Hochregulation von gp130 spielt
(Abbildung 23D). Die Steigerung der Oberfla¨chenexpression des eGFP-Kon-
struktes scheint bei der Co-Expression von Jak1KE noch sta¨rker zu sein als
bei der Co-Expression des Jak1-Wildtyps.
Es ist zuvor beschrieben worden, dass Rezeptoren nach Phosphorylierung
degradiert werden ko¨nnen. Ein Beispiel hierfu¨r ist die Degradation des LIF-
Rezeptors nach Serin-Phosphorylierung durch die ERK (Blanchard et al.,
2000). Da die Kinase-defiziente Jak1 gp130 nicht mehr phosphorylieren kann,
wa¨re dies eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r, dass Jak1KE eine sta¨rkere Hoch-
regulation bewirkt als der Wildtyp.
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4.8.3 STOP-SH2 kann die Oberfla¨chenexpression von gp130wt
steigern, STOP-FERM nicht, wa¨hrend gp130-eGFP von
keinem der Konstrukte signifikant beeinflusst werden kann
Die dreidimensionale Struktur von Jak1 ist nicht bekannt. Man weiß, dass
Jak1 wahrscheinlich aus einer n-terminalen FERM-Doma¨ne, einer vermeint-
lichen SH2-Doma¨ne, einer kinase-like-Doma¨ne und einer Tyrosin-Kinase-
Doma¨ne besteht. Die FERM-Doma¨ne ist verantwortlich fu¨r die Bindung
an gp130, wobei der ß-grasp-Subdoma¨ne eine besonders wichtige Rolle zu-
kommt (Haan et al., 2001). Die kinase-like-Doma¨ne a¨hnelt im Aufbau der
Kinase-Doma¨ne, es fehlen jedoch fu¨r die katalytische Aktivita¨t wichtige Ami-
nosa¨uren. Es gibt Hinweise, dass die kinase-like-Doma¨ne in der Regulation
der Kinaseaktivita¨t eine Rolle spielt. Fu¨r den Epo-Rezeptor ist beschrieben
worden, dass der N-terminale Bereich von Jak2 fu¨r eine versta¨rkte Ober-
fla¨chenexpression verantwortlich ist (Huang et al., 2001).
Um weiter die fu¨r die gp130-Hochregulation wichtigen Strukturen zu identi-
fizieren, wurden zwei verku¨rzte Jak1-Konstrukte genutzt: Das eine bestand
nur aus der FERM-Doma¨ne, das andere aus der FERM-Doma¨ne und der
SH2-Doma¨ne. Der N-terminale Bereich war also in beiden Konstrukten er-
halten. Die Konstrukte waren mit einer HA-Markierung versehen, um sie im
Western Blot detektieren zu ko¨nnen (Abbildung 23C).
Das la¨ngere Konstrukt ”STOP-SH2”, das nach der SH2-Doma¨ne c-terminal
endet, kann Wildtyp gp130 ebenfalls hochregulieren - wenn auch nicht so
effizient wie Jak1-Wildtyp (Abbildung 23B). Dies la¨sst vermuten, dass die
Kinase-Doma¨ne keine entscheidende Rolle in der Steigerung der Oberfla¨chen-
expression von gp130 spielt und untermauert somit die Befunde, die mit der
Kinase-defizienten Mutante erhoben wurden, da hier die Kinase-Doma¨ne
komplett fehlt. Das ku¨rzere Konstrukt zeigt keinerlei Effekt auf die Ober-
fla¨chenexpression, obwohl beide Konstrukte mit gp130 co-pra¨zipitiert wer-
den ko¨nnen auch wenn das STOP-FERM-Konstrukt hierbei nur schlecht auf
dem blot zu erkennen ist, da es in der PAGE mit der schweren Kette des
Antiko¨rpers co-migriert. Dieses Ergebnis steht in Kontrast zu den Onco-
statin M-Rezeptor-Befunden. Hier wurde gezeigt, dass STOP-FERM nicht
mehr an den Rezeptor binden kann (Radtke et al., 2005). Es passt jedoch
zu den Resultaten von Haan et al., die 2001 beschrieben hatten, dass die
FERM-Doma¨ne allein an ein gp130-Peptid binden kann.
Betrachtet man jedoch die Daten bezu¨glich gp130-eGFP, so kann auch STOP-
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SH2 keine signifikante Hochregulation mehr bewirken (Abbildung 23D).
Dies ist wahrscheinlich darin begru¨ndet, dass der Gesamteffekt durch die
Fluoreszenz-Kompensation des eGFP kleiner wird. Es ist aber dadurch in-
gesamt sehr schwierig, eine Aussage u¨ber die Wichtigkeit der verschiedenen
Doma¨nen zu machen.
4.9 Beteiligung von Internalisierungsprozessen an der Regu-
lation der Oberfla¨chenexpression von gp130 durch Jak1
4.9.1 Unterschiedliche Mechanismen fu¨r die erho¨hte Oberfla¨chen-
expression vom Oncostatin M-Rezeptor, IFNAR1 und dem
EPO-Rezeptor bei Co-Expression von Januskinasen
Es gibt mehrere Arten, wie die Oberfla¨chenexpression eines Rezeptors be-
einflusst werden kann. Eine Mo¨glichkeit ist die Regulation auf der Ebene der
Proteinmenge: Durch Beeinflussung der Transkription und/oder Translation
wird mehr Protein gebildet. Fu¨r gp130 ist dieser Mechanismus jedoch eher
unwahrscheinlich, da sowohl durch die Western Blot-Analyse als auch durch
die Analyse der eGFP-markierten Rezeptoren (Western Blot und Durchflus-
szytometrie) deutlich wurde, dass die Gesamtmenge des gp130 durch Jak1
nicht beeinflusst wird.
Wenn das Protein gebildet ist, gibt es vielfa¨ltige Mechanismen fu¨r die Re-
gulation der Oberfla¨chenexpression (Abbildung 26):
Das Protein kann im ER zuru¨ckgehalten werden und dann in eine ER-
assoziierte Degradation gefu¨hrt oder nach Transport in den cis-Golgi-Apparat
wieder zuru¨ck in das endoplasmatische Reticulum gebracht werden (ER-
retrieval). Im Golgi-Apparat werden weitere Modifikationen am Protein vor-
genommen, u.a. werden vorhandene unvollsta¨ndig prozessierte (=Mannose-
reiche) in komplexe Glykosylreste umgewandelt. Da nur die unvollsta¨ndig
prozessierten Glykosylierungen Endoglykosidase-sensitiv sind, kann man bei-
spielsweise mittels Endoglykosidase H (Endo-H) den Anteil an vollsta¨ndig
prozessierten Rezeptoren bestimmen. Radtke et al. haben fu¨r den Oncosta-
tin M Rezeptor gezeigt, dass sich die Menge an Endo-H-sensitivem Rezeptor
a¨ndert, wenn Jak1 co-transfiziert wurde.
Auf der Ebene des trans-Golgi-Netzwerks (TGN) gibt es erneut zwei Mo¨glich-
keiten: Entweder wird der Rezeptor zur Membran transportiert oder direkt
zum Lysosom, wo er degradiert wird. Wenn der Rezeptor auf der Oberfla¨che
ist, kann er konstitutiv und/oder nach Ligandenbindung internalisiert wer-
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Abbildung 26: Mo¨glichkeiten der posttranslationalen Regulation der Protei-
nexpression
Gezeigt ist eine schematische Darstellung des Wegs eines Rezeptors vom ER zur Plasma-
membran und an welchen Stellen Regulationsmechanismen ansetzen ko¨nnen.
den. Nach der Internalisierung befindet sich der Rezeptor in einem Endo-
som, von dem aus er entweder durch recycling wieder auf die Oberfla¨che
oder durch lysosomales targeting in ein Lysosom gebracht wird. Fu¨r gp130
ist bereits eine konstitutive und ligandenunabha¨ngige Internalisierung be-
schrieben worden, die von einem Dileucinmotiv abha¨ngig ist (Thiel et al.
1998) .
Die Frage ist nun, an welcher dieser Stellen Jak1 im Fall von gp130 eingreift.
Es waren fu¨r den IFNAR1, den OSM-Rezeptor und fu¨r den Epo-Rezeptor
unterschiedliche Mechanismen beschrieben worden:
Der Epo-Rezeptor wird durch Jak2 auf der Ebene der Endo-H sensitiven
Proteine reguliert, vermutlich durch Hilfe beim Falten der Proteine (Huang
et al., 2001). Beim IFNAR1 ist Tyk2 an der Regulation der Internalisierung
und Degradation beteiligt (Ragimbeau et al., 2003). Beim OSM-Rezeptor
ist die Rolle von Jak1 noch nicht komplett gekla¨rt; die Zunahme der Endo-
H-resistenten Bande im Western Blot deutet jedoch darauf hin, dass auch
da eine Regulation auf ER-Ebene vorliegt.
DISKUSSION 85
4.9.2 Das fu¨r die Steigerung der gp130-Oberfla¨chenexpression
verantwortliche Signal befindet sich nicht in der Box1/2-
Region
Im Falle des OSM-Rezeptors ist das verantwortliche negative Signal in der
Region zwischen Box1 und Box2 lokalisiert. Ist diese Region deletiert, wird
das Konstrukt deutlich besser auf der Plasmamembran exprimiert und wird
nicht mehr durch Jak1 beeinflusst (Radtke et al., 2002).
Um eine mo¨gliche analoge Lokalisation des negativ-regulatorischen Signals
auch fu¨r gp130 zu u¨berpru¨fen, wurde ein Konstrukt verwandt, das nach
der Box2-Region deletiert ist. Jak1 kann noch an dieses Konstrukt bin-
den (Abbildung 14B). Außerdem sollte es immer noch von Jak1 auf der
Plasmamembran hochreguliert werden ko¨nnen, wenn derselbe Mechanismus
wie beim OSM-Rezeptor verantwortlich ist. Es zeigte sich jedoch, dass die-
ses Konstrukt wesentlich besser auf der Oberfla¨che exprimiert wird als der
Wildtyp und dass das Konstrukt nicht mehr durch Jak1 beeinflusst werden
kann. Dies kann zwei Gru¨nde haben. Einer ist, dass dieses Konstrukt nicht
mehr korrekt gefaltet vorliegt und deshalb nicht mehr von Jak1 hochregu-
liert wird, obwohl Jak1 bindet. Die zweite Mo¨glichkeit ist, dass das Signal
in der bei diesem Konstrukt deletierten Region, also distal der Box2-Region
liegt. Außerdem handelt es sich wahrscheinlich auch hier um ein negativ wir-
kendes Signal, da die Expression nach der Deletion des Bereichs versta¨rkt
war.
4.9.3 Die Internalisierung scheint fu¨r die Steigerung der Ober-
fla¨chenexpression von gp130 eine Rolle zu spielen
Es ist beschrieben worden, dass gp130 Liganden-unabha¨ngig konstitutiv in-
ternalisiert wird (Dittrich et al., 1994, 1995, 1996). Die hierfu¨r verantwort-
liche Struktur ist ein Dileucinmotiv SESTQPLL im zytoplasmatischen Teil
von gp130. Die beiden Leucine liegen an Position 786 und 787. Sind diese
Leucine zu Alanin mutiert, wird gp130 viel sta¨rker auf der Zelloberfla¨che
exprimiert und langsamer degradiert als der Wildtyp. Hierbei scheint auch
die Phosphorylierung von Serin in Position -6 von dem Dileucinmotiv eine
Rolle zu spielen (Dittrich et al., 1994 und Dittrich et al., 1996).
Um zu u¨berpru¨fen, ob Jak1 eventuell die Internalisierung von gp130 beein-
flusst, wurde ein Konstrukt genutzt, bei dem die Leucine zu Alanin mu-
tiert sind. Dieses Konstrukt wurde erwartungsgema¨ß wesentlich sta¨rker auf
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der Plasmamembran exprimiert (nicht gezeigt). Außerdem konnte das Kon-
strukt gp130AA nicht mehr durch Jak1 hochreguliert werden. Hierfu¨r sind
drei Erkla¨rungen denkbar:
• Jak1 beeinflusst direkt die Internalisierung, beispielsweise durch Ver-
decken des Dileucinmotivs (Abbildung 27A),
• Jak1 beeinflusst die Internalisierung indirekt, indem es gp130 in Mem-
branareale wie beispielsweise in lipid rafts dirigiert, (Abbildung 27B),
• Jak1 beeinflusst das recycling des Rezeptors (Abbildung 27C).
Abbildung 27:Mo¨gliche Mechanismen der Regulation der Oberfla¨chenexpres-
sion von gp130
A: Ist kein Jak1 an gp130 gebunden, wird der Rezeptor internalisiert. Liegt jedoch ein
gp130-Rezeptor mit gebundenem Jak1 vor, findet die Internalisierung nicht oder nur ver-
mindert statt.
B: Bindet Jak1 an gp130, wird gp130 in andere Bereiche der Zellmembran gebracht, aus
denen es weniger internalisiert wird (z.B. lipid rafts)
C: gp130 wird unabha¨ngig von der Jak1-Bindung internalisiert, aber wenn Jak1 gebunden
ist, findet vermehrtes recycling statt.
Gegen die erste Theorie spricht, dass die Box1-Region ungefa¨hr 130 Ami-
nosa¨uren von dem Dileucinmotiv entfernt ist. Da jedoch u¨ber die intrazel-
lula¨re Struktur von gp130 noch nichts bekannt ist, ko¨nnte es sein, dass auf-
grund der Faltung besagtes Dileucinmotiv in der Na¨he der Box1/2-Region zu
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liegen kommt (Abbildung 28A) oder dass sich der zytoplasmatische Teil von
gp130 anders faltet, wenn Jak1 gebunden ist, so dass nun das Dileucinmotiv
verdeckt ist (Abbildung 28B).
Abbildung 28:Mo¨gliche strukturelle Auswirkungen der Bindung von Jak1 auf
gp130
A: Durch die Faltung des zytoplasmatischen Teils von gp130 liegt das Dileucinmotiv nah
der Box1/2-Region, an die Jak1 bindet. Dadurch kommt es nach der Bindung von Jak1
zur Verdeckung des Dileucinmotivs.
B: Trotz der Faltung liegt keine ra¨umliche Na¨he der Box1/2-Region und des Dileucinmo-
tivs vor. Bindet jedoch Jak1 an gp130, a¨ndert sich die Struktur von gp130 so, dass das
Dileucinmotiv verdeckt wird.
Andererseits erscheint es seltsam, dass Jak1 nur eine 1,5 fache Steigerung
der Fluoreszenzwerte bewirkt, wa¨hrend eine Mutation des Dileucinmotivs
eine Vervierfachung dieser Werte zur Folge hat. Diese Diskrepanz la¨sst die
Theorie der Verdeckung des Internalisierungsmotivs eher unwahrscheinlich
erscheinen. Die zweite Mo¨glichkeit wa¨re, dass Jak1 nach der Bindung dafu¨r
sorgt, dass gp130 versta¨rkt in Membranbereiche gebracht wird, aus denen es
schlechter internalisiert werden kann, beispielsweise in lipid rafts. Dement-
sprechend wird noch ein Teil von gp130 internalisiert, der andere Teil bleibt
in den lipid rafts an der Plasmamembran.
Es wurde bereits von Dittrich und Thiel et al. beschrieben, dass gp130 kon-
stitutiv internalisiert wird und mit dem Adapter-Protein 2 assoziiert ist
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(Dittrich et al., 1994; Thiel et al., 1998). Gp130 wurde jedoch auch schon
in Assoziation mit lipid rafts beschrieben (Koshelnick et al., 1997; Buk et
al., 2004). Vielleicht ist die Bindung von Jak1 an gp130 der Grund fu¨r die
Translokation in die lipid rafts.
Eine dritte mo¨gliche Erkla¨rung wa¨re, dass gp130 konstitutiv internali-
siert wird und durch die Bindung von Jak1 das recycling versta¨rkt wird,
z.B. via lipid rafts, fu¨r die bereits beschrieben wurde, dass sie vielleicht eine
wichtige Rolle bei recycling-Prozessen spielen (Gagescu et al., 2000). Da-
mit wu¨rden aufgrund des Dileucinmotivs alle gp130-Moleku¨le internalisiert,
aber nur ein Teil davon wieder ”recycled” (z.B. die Rezeptoren, an denen
Jak1 gebunden ist). Ist das Dileucinmotiv mutiert, findet keine Internalisie-
rung mehr statt und die Steigerung der Oberfla¨chenexpression verschwindet.
Da dies aber alle Moleku¨le und nicht nur die Moleku¨le, die Jak1 gebunden
haben, betrifft, wu¨rde dies die große Diskrepanz zwischen dem Effekt der
Dileucin-Mutation und dem Steigerungseffekt durch Jak1 erkla¨ren.
Eine weitere Mo¨glichkeit besteht darin, dass es kein spezifisches recyclingmotiv
gibt, sondern dass das recycling der Normalfall ist und es eigentlich nur die
negative Beeinflussung durch Retentionssignale oder lysosomales targeting
gibt. Dies wu¨rde erkla¨ren, weswegen bisher kaum eindeutige recycling-Motive
identifiziert wurden. Im Falle von gp130 wu¨rde dies bedeuten, dass es irgend-
wo im zytoplasmatischen Teil von gp130 ein negativ wirkendes Signal gibt,
dass durch Jak1 verdeckt wird. Vielleicht dient auch das Dileucinmotiv nicht
nur als Internalisierungsmotiv, sondern auch als Signal fu¨r die lysosomale
Degradation.
Im Western Blot sieht man, dass die Banden von gp130 und gp130AA von
vergleichbarer Intensita¨t sind, obwohl beschrieben worden ist, dass gp130AA
langsamer degradiert wird als der Wildtyp (Dittrich et al., 1996). Die Co-
Immunopra¨zipitation zeigt wie erwartet, dass die Bindungsfa¨higkeit von
Jak1 nicht eingeschra¨nkt ist.
Die mit den gp130-Konstrukten erlangten Ergebnisse konnten mit eGFP-
markierten Mutanten verifiziert werden. Interessant ist, dass bei der U¨ber-
pru¨fung der eGFP-Gesamtexpression die gp130AA-eGFP exprimierenden
Zellen deutlich weniger eGFP aufweisen als diejenigen, die gp130-eGFP ex-
primieren. Es war beschrieben worden, dass gp130AA langsamer als gp130wt
degradiert wird; dementsprechend mu¨sste eigentlich in diesen Zellen die
Fluoreszenz eher sta¨rker sein. Auch bei der Analyse der Western Blots
scheint die Expression von gp130AA eher geringer als bei gp130-Wildtyp
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zu sein.
4.9.4 Der Vergleich von Jak1-defizienten U4C-Zellen und den
zugeho¨rigen 2C4-Parentalzellen in Bezug auf die gp130-
Oberfla¨chenexpression stu¨tzt die bisherigen Resultate
Cos7-Zellen sind ein oft genutztes System, um zellula¨re Effekte zu untersu-
chen. Da jedoch die U¨berexpression in diesen Zellen auch ha¨ufig Artefakte
produziert, war es no¨tig, die bisher erlangten Daten mit anderen Zellen zu
besta¨tigen.
In diesem Fall boten sich die humanen Fibrosarcom-Zelllinien 2C4 und
U4C an. U4C-Zellen sind im Gegensatz zu den parentalen 2C4-Zellen Jak1-
defizient. Es wurde also u¨berpru¨ft, ob sich die gp130-Expression in den
beiden Zelllinien unterscheidet. Es konnte gezeigt werden, dass die Ober-
fla¨chenfluoreszenz bei der Detektion von gp130 von U4C-Zellen gegenu¨ber
den Parentalzellen 2C4 um die Ha¨lfte vermindert ist. Bei den Lysaten ergab
sich erneut das Problem, dass der Antiko¨rper gegen gp130 zu schwach war,
um eine eindeutige Aussage bezu¨glich der Gesamtexpression von gp130 in
den beiden Zelllinien machen zu ko¨nnen.
Um Hinweise darauf zu bekommen, wieso sich die Oberfla¨chenexpression in
2C4- und U4C-Zellen unterscheidet, wurde ein Versuch zur Bestimmung
der Oberfla¨chenhalbwertszeit von gp130 mit Cycloheximid durchgefu¨hrt.
Durch Cycloheximid wird die de-novo Proteinsynthese weiterer Rezeptoren
gehemmt. Bei dem Cycloheximid-Versuch zeigte sich, dass die Halbwertszeit
von gp130 auf der Zelloberfla¨che von Jak1-defizienten U4C-Zellen signifikant
geringer ist als bei den Parentalzellen.
4.9.5 ”Qualita¨tskontrolle” als Hintergrund der gesteigerten Ober-
fla¨chenexpression von gp130 bei Co-Expression von Jak1
Die Ergebnisse mit gp130AA deuten darauf hin, dass das Dileucinmotiv und
somit ein Internalisierungs- oder recycling-Vorgang involviert sein ko¨nnte.
Diese Vermutung wird auch durch die Ergebnisse des Cycloheximid-Versuchs
in U4C- und 2C4-Zellen gestu¨tzt.
Auf der Seite von Jak1 wurde gezeigt, dass der N-terminale Bereich wich-
tig fu¨r die Steigerung der Oberfla¨chenexpression von gp130 ist. Dies zeigte
sich dadurch, dass gp130 durch ein STOP-SH2-Konstrukt noch signifikant
hochreguliert werden kann, auch wenn sich dies durch gp130-eGFP nicht
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besta¨tigen ließ. Sicher ist jedoch, dass die Tyrosin-Kinaseaktivita¨t nicht fu¨r
die Hochregulation verantwortlich ist, sondern vielleicht sogar eher einen
negativen Einfluss auf die Oberfla¨chenexpression hat, z.B. durch phospho-
rylierungsbedingte Degradation.
Es bleibt aber die Frage, wie genau Jak1 die Oberfla¨chenexpression beein-
flusst: Wird durch die Bindung von Jak1 eine Konformationsa¨nderung in-
duziert, die das Dileucinmotiv verdeckt oder ein recycling-Signal an eine
exponiertere Stelle bringt? Oder verdeckt Jak1 durch seine Konformation
ein Signal?
Ein mo¨glicher Grund fu¨r die Beeinflussung der Oberfla¨chenexpression von
gp130 durch Januskinasen ist eine Art Qualita¨tskontrolle in der Zelle: Ist
kein Jak1 an gp130 gebunden, kann gp130 nicht signalisieren; ankommen-
de Zytokine wu¨rden von der Ziel-Zelle daher nur von den funktionierenden
Rezeptorkomplexen weitergeleitet und somit nicht in vollem Umfang ”wahr-
genommen”. Es wa¨re also sinnvoll, dass nach der Internalisierung nur die
Moleku¨le wieder ”recycled” werden, die auch Jak1 gebunden haben und so-
mit voll funktionsfa¨hig sind.
5 Ausblick
In den FRAP-Experimenten mit gp130 und der Kinase-defizienten Jak1KE
konnte gezeigt werden, dass Jak1KE und gp130 eine gleiche FRAP-Halbwerts-
zeit haben. Man kann also vermuten, dass Jak1 und gp130 als Komplex vor-
liegen. Hierfu¨r spricht auch, dass durch Antiko¨rperimmobilisation von gp130
auch die FRAP-Halbwertszeit von Jak1 heraufgesetzt werden kann (Giese et
al., 2003). Da Cos-Zellen die transfizierten Proteine stark u¨berexprimieren,
sollte man die FRAP-Ergebnisse in anderen Zelllinien verifizieren.
Stabile Zelllinien ermo¨glichen ebenfalls die U¨berpru¨fung der Resultate, da
bei ihnen jeweils gleichviel Protein in der Zelle vorhanden sein sollte, wa¨hrend
bei den hier durchgefu¨hrten transienten Transfektionen die Expression schwankt.
Auch andere Januskinasen sollten bezu¨glich ihrer FRAP- Halbwertszeit un-
tersucht werden um festzustellen, ob der hier beobachtete Effekt nur bei
Jak1 vorhanden ist oder eine generelle Eigenschaft der Januskinasen dar-
stellt.
Andere Vertreter der IL-6-Rezeptorkomplex-Familie (z.B. der OSM-Rezeptor
oder der LIF-Rezeptor) ko¨nnten ebenfalls in Bezug auf ihre FRAP-Halblebens-
zeit im Vergleich zu den Januskinasen untersucht werden, um auch hier
Aufschlu¨sse daru¨ber zu bekommen, ob die beobachtete Steigerung der Re-
zeptorexpression auf der Plasmamembran nur fu¨r gp130 spezifisch ist oder
bei allen Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokin-Familie vorkommt.
Auch die Experimente, die in dieser Arbeit in Bezug auf den Effekt von
Januskinasen auf die Oberfla¨chenexpression von gp130 durchgefu¨hrt wur-
den, sollten verifiziert und erweitert werden.
Hier wurde gezeigt, dass die Oberfla¨chenexpression von gp130 in Cos-Zellen
von Jak1, Jak2 und Tyk2 beeinflusst werden kann. Dies sollte durch wei-
tere Experimente in anderen Zelllinien gesichert werden. Am besten wa¨ren
hierfu¨r Zellen, die selbst kein humanes gp130 enthalten, wie beispielsweise
Baf-Zellen oder Mef-Zellen, da diese murines gp130 besitzen, das nicht durch
den Antiko¨rper gegen humanes gp130 erkannt wird. Außerdem wa¨re es in-
teressant, ob auch andere Tyrosin-Kinasen einen hochregulatorischen Effekt
haben, auch wenn beispielsweise fu¨r den OSM-Rezeptor gezeigt worden ist,
dass zumindest die Tec-Kinase keinen Einfluss hat. Zudem ko¨nnte man mit
Hilfe von siRNA gegen Jak1 in den 2C4- und U4C-Zellen die dort gesehenen
Unterschiede in der Oberfla¨chenexpression weiter untersuchen. Die mit dem
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Proteinsynthesehemmer Cycloheximid erzielten Ergebnisse ko¨nnten durch
Versuche mit Brefeldin A untermauert werden.
Um sicherzugehen, dass es sich bei der gesteigerten Oberfla¨chenexpression
nicht doch um eine Regulation auf transkriptioneller Ebene handelt, soll-
ten RT-PCRs oder quantitative Immunpra¨zipitationen durchgefu¨hrt werden.
Auch ko¨nnte man versuchen, die Detektion von gp130 im Western Blot mit
Hilfe besserer Antiko¨rper zu optimieren. Internalization assays oder Ver-
suche mit dem recycling-Inhibitor Monensin ko¨nnten weiteren Aufschluss
u¨ber die genauen Mechanismen der Hochregulation geben. Um zu testen, ob
gp130 wirklich in lipid rafts oder a¨hnlichen Strukturen lokalisiert ist, wenn
Jak1 gebunden ist, ko¨nnte man Fraktionierungen in Zuckergradienten oder
Kolokalisationsstudien mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie durchfu¨hren.
Es wurde bereits von Dittrich et al. 1996 gezeigt, dass durch Serin-
Phosphorylierung die Internalisierung von gp130 beeinflusst werden kann.
Man ko¨nnte daher untersuchen, inwieweit die Oberfla¨chenexpression einer
gp130-Mutante, bei der das Serin in Position 780 zu Alanin mutiert ist, eben-
falls noch von Jak1 hochreguliert werden kann. Zudem gibt es Antiko¨rper,
mit denen man in 2C4- und U4C-Zellen untersuchen ko¨nnte, ob Unterschiede
in der Serinphosphorylierung vorliegen.
6 Zusammenfassung
Die Signaltransduktion von vielen Zytokinrezeptoren wird durch intrazel-
lula¨r assoziierte Tyrosinkinasen der Janusfamilie (Jaks) eingeleitet. Haupt-
gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Interaktion zwischen Jaks und
gp130, der Signal-transduzierenden Rezeptoruntereinheit von Interleukin (IL)-
6-Typ-Zytokinen.
Mit Hilfe von FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)-Analysen
in lebenden Zellen konnte zuna¨chst demonstriert werden, dass die Kinase
Jak1 die gleiche Mobilita¨t aufweist wie das Transmembranprotein gp130,
und zwar unabha¨ngig von der Kinase-Aktivita¨t. Die an gp130 gebundenen
Jaks stehen also nicht im steten Austausch mit einem zytoplasmatischen
pool. Dies deutet darauf hin, dass die gebildeten Komplexe dauerhaft Be-
stand haben.
Im zweiten Teil der Arbeit konnte mit Hilfe der Durchflusszytometrie und
einer neu etablierten Auswertungsmethode zudem gezeigt werden, dass die
Oberfla¨chenexpression von u¨berexprimiertem gp130 durch die Co-Expression
der Januskinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 positiv beeinflusst werden kann.
Jak3 bindet zwar ebenfalls an gp130, verursacht jedoch keine Steigerung von
dessen Oberfla¨chenexpression. Auch die Expression von endogenem gp130
scheint durch Jak1 beeinflusst zu werden, da Jak1-defiziente Fibrosarcom-
Zellen weniger gp130 an der Oberfla¨che exprimieren als die zugeho¨rigen Pa-
rentalzellen.
Mit Hilfe von verschiedenen Jak1-Konstrukten wurde festgestellt, dass nicht
die Kinaseaktivita¨t, sondern die dreidimensionale strukturelle Integrita¨t von
Jak1 den fu¨r die Regulation wichtigen Faktor darstellt.
Nach Mutation des zuvor fu¨r die Internalisierung als wichtig beschriebenen
Dileucin-Motivs von gp130 wurde der Rezeptor bei Coexpression von Jak1
nicht mehr versta¨rkt auf der Zellmembran exprimiert. Daher ist gut vor-
stellbar, dass Internalisierung und recycling von gp130 bei diesem Effekt von
Jak1 eine große Rolle spielen. Fu¨r die Zelle ko¨nnte dies als Qualita¨tskontrol-
le dienen, da gp130-Rezeptoren ohne gebundenes Jak1 rascher internalisiert
oder in geringerem Ausmaß recycled wu¨rde. Dadurch sinkt die Wahrschein-
lichkeit, dass ein Ligand an ein gp130-Moleku¨l bindet, welches das Signal
nicht weiterleiten kann.
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